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      INTRODUCCIÓN

Introducción
Los virus son microorganismos de muy pequeño tamaño, 40-100 nm, incapaces de 
generar  la  energía  necesaria  para llevar  a cabo de forma autónoma los procesos 
metabólicos  que aseguren  su supervivencia  y  perpetuidad.  Así,  se  les  considera 
parásitos moleculares obligatorios que explotan la maquinaria molecular y celular 
de  sus  huéspedes  provocando  patologías  que  pueden  incluso  comprometer  la 
supervivencia del propio huésped. La generación de nuevas partículas virales tiene 
lugar  generalmente  mediante  el  ensamblaje  de  los  distintos  componentes 
sintetizados  en  el  interior  de  una  célula  huésped.  Para  ello  los  virus  deben 
internalizar  sus  genomas  en  las  células  donde  se  iniciarán  toda  una  serie  de 
procesos que aseguren la replicación del genoma viral y la formación de las nuevas 
partículas virales o viriones. 
En general, los viriones están envueltos por una cubierta en cuyo interior 
se  encuentra  el  genoma  viral.  Dado  el  pequeño  tamaño  que  caracteriza  a  estos 
agentes infecciosos, los genomas virales presentan un alto grado de compactación y 
tienden  a  codificar  únicamente  aquellas  proteínas  imprescindibles  para  llevar  a 
cabo su ciclo infectivo eficazmente. Sin embargo, para completar su proliferación 
aprovechan  los mecanismos celulares.  Así, se han descrito componentes celulares 
que participan en diferentes procesos que acontecen durante el ciclo infectivo viral, 
tales como la entrada de la partícula viral al interior celular, la expresión de genes 
virales, el ensamblaje y liberación de viriones, la modulación de la expresión génica 
del  propio  huésped,  o la  inducción del  sistema de defensa para  contrarrestar  la 
infección  viral,  entre  otros.  Esto  deriva  en  una  serie  de  interacciones  entre  los 
componentes virales y celulares que van a determinar el éxito de la infección viral.
I.1.- EL PROBLEMA BIOLÓGICO
Los  virus  son  patógenos  que  han  colonizado  todos  los  reinos  de  seres  vivos, 
bacterias, hongos, plantas y animales. A pesar de las diferencias entre los distintos 
tipos de organimos, los virus presentan ciertas similitudes en cuanto a organización 
genómica y estrategias  para  llevar  a cabo su ciclo infectivo de forma eficaz.  Sin 
embargo, presentan particularidades que les confieren la especificidad del tipo de 
huésped. 
En el caso de organismos unicelulares los virus infectan células únicas y la 
progenie, liberada al exterior celular, es capaz de infectar otras células presentes en 
el medio. Sin embargo, en el caso de organismos pluricelulares los virus optimizan 
las posibilidades de su huésped y son capaces de extender la infección al resto de 
células del organismo. Los virus de animales lo consiguen comúnmente a través de 
endocitosis en unos casos o mediante la fusión de membranas en el caso de virus 
que presentan cubiertas formadas en parte por membranas celulares (revisado en 
Smith,  A.E.,  Helenius,  A.,  2004).  En  el  caso  de  virus  que  infectan  plantas  se 
enfrentan a una barrera física adicional, la pared celular. Las células vegetales están 
recubiertas por esta formación rígida con una función estructural de sostén para la 
planta y al mismo tiempo de protección frente a posibles daños mecánicos o ataques 
por patógenos. Así, los virus de plantas han desarrollado una serie de estrategias 
para extender la infección al resto de células explotando el sistema de comunicación 
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intercelular  constituido  por  los  plasmodesmos,  que  son  unos  canales  que 
proporcionan una continuidad simplástica entre células adyacentes que integran los 
diversos  tejidos  de  la  planta  (Figura  I.1).  De  modo  que  los  virus  de  plantas 
aprovechan estas  comunicaciones  para  extender la  infección localmente célula-a-
célula  hasta  alcanzar  el  sistema  vascular  que  permitirá  el  transporte  de  las 
partículas virales a otros tejidos distantes de la planta. 
Para llevar a cabo el transporte local célula-a-célula los virus de plantas 
codifican unas  proteínas  que se les  ha denominado  proteínas de  movimiento (MP) 
porque participan activamente en el transporte intercelular de material viral (Deom, 
C.M.,  et al.,  1992).  La mayoría de los virus de plantas contienen una o más MPs 
necesarias para este movimiento local del virus en la planta infectada. 
La  proteína  de  movimiento  mejor  caracterizada  es  la  MP del  virus  del 
mosaico del tabaco (TMV). Esta proteína de 30 kDa (30K) es capaz de unir  in vitro  
de forma cooperativa y sin especificidad de secuencia el genoma viral (Citosvky, V. 
et al., 1990), (Citovsky, V. et al., 1992), generalmente de RNA (vRNA), formando un 
complejo RNA-proteína.  Se ha sugerido que esta proteína se comporte como una 
proteína de membrana por su carácter hidrofóbico y su detección en membranas del 
retículo  endoplásmico  (RE)  de  células  infectadas  (Reichel,  C.,  Beachy,  R.,  1998). 
Además,  estudios  estructurales  de  dicroísmo  circular  con  la  proteína  purificada 
sugieren  un  nivel  alto  de  estructura  secundaria  en  α-hélice  (Brill,  L.M.,  2000), 
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Figura I.1: Infección de un virus de RNA en células vegetales. 
La infección se inicia con la entrada del virus en la célula. El virus se desencapsida y 
se desencadena la replicación del genoma viral (en rojo). La síntesis de la MP (en 
verde)  permite  el  transporte  del  vRNA hacia  los  plasmodesmos.  Los  complejos 
vRNA-MP  provocan  un  aumento  del  diámetro  del  canal  del  plasmodesmo 
favoreciendo  su  translocación  a  células  vecinas.  El  proceso  continúa  hasta  que 
alcanza el sistema vascular (derecha) que transportará los viriones ensamblados a 
otras zonas de la planta.
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estructura secundaria mayoritaria en proteínas de membrana. Por otra parte, se ha 
descrito que co-localiza con el RE y con los microtúbulos (Heinlein, M., 1995), (Mas, 
P.,  Beachy,  R.,  1999),  (Mas,  P.,  Beachy,  R.,  2000),  a  través  de  los  cuales  se  ha 
propuesto  que  transportaría  este  complejo  RNA-MP  hacia  los  plasmodesmos, 
donde a su vez, provoca el aumento de su límite de exclusión, permitiendo así el 
paso  de  los  ribonucleocomplejos  mediante  un  mecanismo  todavía  desconocido 
(Wolf, S., et al, 1991), (Epel, B.L., 1994), (Lucas, W.J., 1995) (Ghoshroy, S., et al., 1997).
Procesos similares se  han sugerido para MPs codificadas por otros virus. 
De manera que según este esquema de transporte, la interacción de las MPs con la 
membrana del RE parece ser un paso determinante en el transporte célula-a-célula 
del material genético de este tipo de virus. Como se ha mencionado anteriormente, 
los detalles  moleculares  de este mecanismo de transporte  todavía  se desconocen 
pero se han descrito componentes celulares que están implicados en este transporte 
intercelular de vRNA. A continuación se presentarán las reseñas de este complejo 
mecanismo de transporte desarrollado por los virus de plantas.
I.2.- CICLO INFECTIVO DE UN VIRUS DE PLANTAS
I.2.1.- Entrada y desensamblaje de la cubierta viral
El ciclo infectivo de un virus de plantas se inicia con la entrada de partículas virales 
en las  células  vegetales.  Algunos viriones  que se  encuentran en el  suelo o en el 
agua, simplemente penetran a través de las raíces,  aunque existen otros tipos de 
virus  que  necesitan  otros  organismos  como  vectores  para  ser  transmitidos,  por 
ejemplo insectos y nemátodos.
Una vez en el interior celular es necesario que el genoma viral sea copiado 
durante el proceso de replicación para la formación de nuevas partículas virales. Sin 
embargo,  el  genoma  viral  se  encuentra  protegido  por  una  cubierta  proteica 
generalmente formada por una única proteína específica del virus, conocida como 
proteína de cubierta (CP). Así pues, los virus deben liberar su genoma al interior 
celular donde tendrá lugar dicho proceso de replicación. De modo que un primer 
requisito es el desensamblaje de la cápside viral.
Aproximadamente el 90% de los virus de plantas presentan un genoma de 
RNA de simple cadena de polaridad positiva (ssRNA+). Esto implica que una vez 
penetra en la célula es susceptible de ser reconocido directamente por la maquinaria 
celular responsable de la expresión de proteínas. De manera que, el desensamblaje 
de la cubierta se encuentra acoplado al inicio de la traducción del genoma viral, de 
esta forma a medida que se va desestructurando la cubierta proteica, la maquinaria 
de traducción celular se va uniendo al RNA evitando así su desprotección completa 
y la posible degradación por nucleasas celulares. 
Todavía se desconocen los factores que desencadenan el desensamblaje de 
la cubierta. Se ha propuesto que el cambio de pH o la baja concentración de calcio 
en  el  interior  celular  podrían  ser  los  responsables  de  la  desestructuración  de  la 
proteína de la cubierta (Mundry, K.W.,  et al.,  1991),  (Shaw, J.G.,  1999).  De forma 
generalizada,  la  CP presenta  un  dominio  de  unión  a  calcio,  de  manera  que,  la 
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concentración de este ión dentro de la cubierta sería mayor que la existente en el 
interior celular. Así, una vez el virión ha penetrado en la célula la diferencia en los 
niveles de iones de calcio facilitaría la difusión del ión complejado con la CP hacia 
el  citoplasma.  La  pérdida  de  calcio  provocaría  un cambio  conformacional  en  la 
proteína dando lugar al desensamblaje de la cubierta viral. 
Este proceso de desencapsidación se inicia por el extremo 5' del genoma, 
de  manera  que  a  medida  que  la  cubierta  se  va  desplegando,  la  maquinaria  de 
traducción celular se une a este extremo iniciando así la traducción de los genes 
presentes  en  esta  zona  del  genoma.  En  los  virus  de  plantas  estos  genes  se 
corresponden  con  los  genes  que  codifican  las  RNA-polimerasas  virales,  que 
iniciarán los procesos de replicación. 
I.2.2.- Organización genómica
Dado que los genomas virales tiene una capacidad codificante limitada, los virus de 
plantas han desarrollado toda una serie de estrategias para expresar sus genes y 
replicar eficientemente su genoma (Bustamante,  P., 1998) (Figura I.2).  Entre ellas 
cabe destacar, (i) la organización multipartita del genoma, (ii) la síntesis de RNAs 
subgenómicos,  (iii)  el  procesamiento  proteolítico  de  una  poliproteína,  (iv)  el 
solapamiento  de  pautas  abiertas  de  lecturas  (ORF),  (v)  la  síntesis  alternativa  de 
proteínas de mayor tamaño obviando codones de parada ("read-through").
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Según el tipo de virus las estrategías de expresión varían y en la mayoría 
de casos se combinan distintas estrategias para un mismo virus, con el propósito de 
optimizar al máximo la eficacia de la infección. Dado que el 90% de los virus de 
plantas  contienen ssRNA (+),  los procesos  que se  detallan  a continuación  hacen 
referencia a este tipo de virus.
I.2.3.- Expresión de las RNA-polimerasas virales y replicación del genoma viral
La síntesis de las RNA-polimerasas se origina a partir del vRNA introducido en la 
célula y parcialmente expuesto durante el desensamblaje de la cubierta. Las RNA-
polimerasas son las primeras proteínas virales que se expresan en la célula huésped 
tras la pérdida de la cubierta proteica (Figura I.3). Estas proteínas dirigen la síntesis 
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Figura I.2: Organizaciones genómicas típicas de virus.
A. Genomas multipartitos. Los virus presentan varios RNA codificantes independientes. 
B. Síntesis de RNAs subgenómicos. A partir del vRNA se sintetiza un RNA de menor 
tamaño que codifica otras proteínas. Se indica el promotor que regula la síntesis de este 
tipo de RNAs.  C. Síntesis de una poliproteína. A partir de una única pre-proteína se 
originan, mediante proteolisis  de ésta, el resto de proteínas que participan en el ciclo 
viral. D.  ORFs  solapadas. Las  regiones  codificantes  de  dos  proteínas  distintas  se 
encuentran  solapadas  en  el  vRNA.  E.  Síntesis  de  proteínas  obviando un codón de 
parada.  Se sintetiza  una proteína  de mayor tamaño molecular  al  omitir  el  codón de 
parada. En este caso el extremo N-t de la proteína P2 coincide con la proteína P1. 
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de RNA genómico de polaridad negativa, complementaria al genoma viral original 
y  que  a  su vez  servirán  de  molde para  la  síntesis  de  nuevos  ssRNA (+).  Estas 
proteínas  también  son  las  responsables  de  la  síntesis  de  unos  RNAs  de  menor 
tamaño,  conocidos  como  RNA  subgenómicos  (sgRNA).  Estos  sgRNA  funcionan 
como mRNA para la traducción de proteínas virales codificadas bien por regiones 
internas o bien en el extremo 3' del genoma (Maia, I.G.,  et al., 1996), (Miller, W.A., 
Koev, G., 2000). En algunos casos codifican las MPs y CPs. Las propiedades de los 
promotores de cada gen van a determinar la afinidad de las polimerasas por estos 
elementos y en consecuencia determinan los niveles de expresión de cada proteína 
viral.
La  síntesis  de  los  RNAs  tanto  de  polaridad  (−)  como  (+)  tiene  lugar 
asociada a las membranas del RE (Ritzenthaler, C., et al., 2002), (Moradpour, D., et  
al., 2004), (Salonen, A., et al., 2005). La formación de estos complejos de replicación 
genera  reordenamientos  de  las  membranas  intracelulares  y  entre  ellos  genera 
invaginaciones  del  RE  (Reichel,  C.,  Beachy,  R.,  1998).  En  la  superficie  de  este 
orgánulo se concentran los factores responsables de la replicación de estos RNAs. Y 
además se encarga de proteger los intermediarios de replicación, ya que durante 
este proceso se generan RNAs de doble cadena susceptibles de ser reconocidos por 
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Figura I.3: Estrategia de replicación en virus de ssRNA(+).
1. El vRNA (ssRNA +), liberado al citoplasma tras la desencapsidación del virus, funciona 
como mRNA y codifica las RNA-polimerasas virales. 2. Las RNA-polimerasas sintetizan el 
RNA  (–)  a  partir  del  vRNA.  Este  RNA  (–)  forma  intermediarios  de  doble  cadena 
constituyendo los complejos de replicación asociados a membranas. 3. El RNA (–) funciona 
como molde  para  la  síntesis  de nuevos  vRNA y de mRNA.  4. A partir  del  mRNA se 
sintetizan las proteínas estructurales y no estructurales que participan en el ciclo infectivo. 
5. Los nuevos componentes virales se ensamblan formando viriones, que infectarán otras 
células.
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el sistema de defensa de la planta y en consecuencia de ser degradados. Por otra 
parte, se ha visto que la formación del complejo de replicación es extremadamente 
sensible  a  la  composición  lipídica  de  la  membrana.  Existe  un  requerimiento  de 
ácidos  grasos  insaturados,  lo  cual  podría  justificar  la  necesidad  de  un  nivel 
considerable  de  fluidez  o  plasticidad  de  las  membranas  para  favorecer  el 
dinamismo de las bicapas, esencial para que la replicación se encuentre acoplada a 
la membrana del RE (Lee, W.M., 2001), (Ahlquist, P., 2003). Así pues, la asociación 
de los complejos de replicación a este orgánulo constituye una ventaja considerable 
para una replicación eficaz del genoma viral. Sin embargo, según el tipo de virus el 
sistema  de  endomembranas  responsable  de  albergar  el  proceso  de  replicación 
puede variar: endosomas, lisosomas, RE, o mitocondrias (Salonen, A., 2005).
Las señales que dirigen estos complejos a las membranas todavía no están 
claras.  Además,  estos  complejos  pueden  encontrarse  unidos  a  la  membrana  de 
forma temporal o permanente. Recientemente se han descrito dos proteínas, TOM1 
y TOM2A, como factores celulares que intervienen en la iniciación de la replicación. 
Son proteínas  hómologas  a la  chaperona  DnaJ  de  E.  coli,  que se  localizan  en la 
membrana  del  RE  (Yamanaka  T.,  et  al.,  1997).  Así,  podría  ocurrir  que  el 
direccionamiento de estos complejos de replicación a la membrana del RE estuviera 
determinado por la propia maquinaria de traducción celular, más que por señales 
específicas en las RNA-polimerasas virales. 
Durante  la  síntesis  del  vRNA  es  imprescindible  que  el  genoma  quede 
protegido  de las  nucleasas  celulares,  bien por la  unión de proteínas  tanto en el 
extremo  5'  como  3'  del  vRNA  que  reconocen  las  estructuras  CAP  y  poli-(A) 
respectivamente, bien por la presencia de una estructura secundaria similar a un 
tRNA en el extremo 3'. La presencia de este tipo de estructuras favorecería la unión 
de factores de iniciación, que a su vez son reconocidos por las tRNA nucleotidil-
transferasas  que  incorporan  nucleótidos  al  RNA  simulando  la  acción  de  las 
telomerasas eucarióticas. Este proceso permitiría el mantenimiento de los extremos 
3' del vRNA. 
I.2.4.- Movimiento intercelular de componentes virales
Dentro  de  la  gran  variedad  de  virus  de  plantas,  aunque  las  MPs  son  las 
responsables  de  mediar  el  transporte  de  material  viral  a  través  de  los 
plasmodesmos,  en  función  de  la  implicación  de  la  CP  en  este  proceso  se  han 
descrito tres tipos de mecanismos:
i. un primer tipo en el que las MPs polimerizan formando unos túbulos a través 
de  los  plasmodesmos  (van  Lent,  J.,  et  al.,  1991).  Los  nuevos  viriones 
ensamblados serán transportados a través de estos túbulos a las células vecinas, 
donde  reiniciarán  el  ciclo  vital.  Además  de  la  participación  de  la  MP en  la 
formación del túbulo, la acción de la proteína de cubierta es esencial para dirigir 
y ensamblar los viriones en el córtex de la célula vegetal (Pouwels, J., et al., 2003) 
(Pouwels, J., et al., 2004). Siguen este mecanismo los virus de los géneros Como-, 
Caulimo-, Nepo- y Tosposvirus.
ii. un segundo tipo en el que en este caso el virus transporta el vRNA en forma de 
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complejos vRNA-MP. Estos ribonucleocomplejos, probablemente anclados a la 
membrana del RE a través de la MP, son transportados hacia los plasmodesmos 
mediante  el  citoesqueleto  donde  serán  translocados  a  la  célula  adyacente  a 
través de un mecanismo todavía desconocido. La especificidad de la MP en la 
unión del vRNA viene determinada por la proximidad entre ambas moléculas, 
más que por una especificidad de secuencia. De hecho, se ha descrito que MPs 
procedentes de distintos virus presentan complemetariedad funcional, es decir, 
el intercambio de MP promueve el movimiento local  del vRNA de la misma 
manera  que  ocurre  en  sus  respectivos  ciclos  infectivos  REF.  Este  tipo  de 
mecanismo es independiente de la CP. A este grupo pertenecen el TMV y los 
virus del género Carmovirus. 
iii. un tercer tipo de movimiento en el que el transporte tiene lugar en forma de 
complejos  ribonucleoproteicos  vRNA-MP, cuyo transporte  depende  de  la  CP 
para coordinar dicho proceso. Entre ellos se encuentran el virus del mosaico del 
pepino (Kaplan, I.B.,  et al., 1998) y el virus del mosaico de la alfalfa (Sanchez-
Navarro, J.A., et al., 2001).
I.2.5.- Características de las MPs
En  el  caso  de  virus  cuyo  vRNA  es  transportado  intercelularmente  a  través  de 
complejos ribonucleoproteicos vRNA-MP, la expresión de la MP es transitoria y sus 
niveles  están  regulados  por  su  degradación  en  el  proteasoma  26S  (Reichel,  C., 
Beachy, R. 2000). Esta regulación se traduce en un control sobre la formación de los 
complejos ribonucleoproteicos, que se desensamblan cuando la MP es degradada. 
Tal y como se ha comentado anteriormente, se han descrito características comunes 
entre las MPs de diferentes virus, entre las cuales cabe destacar la unión cooperativa 
del genoma viral,  su asociación a membranas celulares,  principalmente el RE, su 
interacción  con  el  citoesqueleto,  su  localización  en  plasmodesmos  en  estadíos 
tardíos  del  ciclo  infectivo  y  su  participación  en  el  transporte  de  los  viriones  al 
sistema vascular. A continuación se detallan algunos de los aspectos relacionados 
con estas propiedades de las MPs.
I.2.5.1.- Capacidad de unión del vRNA
La característica más significativa de este tipo de proteínas es su capacidad de unir 
el vRNA de forma cooperativa y sin especificidad de secuencia. Esta unión tiene 
lugar  a  través  de  un  dominio  α helicoidal  rico  en  aminoácidos  con  carga  neta 
positiva y aminoácidos apolares (Citovsky, V.,  et al., 1992), (Giesman-Cookmayer, 
D., Lommel S.A., 1993), (Osman, T.A., et al., 1993), (Fujita, M., et al., 1998), (Vilar, M., 
et al., 2001), (Herranz, M.C., Pallas, V., 2004). En este contexto, se ha propuesto que 
la interacción entre la MP y el vRNA podría establecerse entre los resíduos cargados 
postivamente y el esqueleto de fosfatos del vRNA, explicando así la inespecificidad 
del proceso. Sin embargo, debido a la ausencia de datos estructurales del complejo 
MP-vRNA todavía se desconocen los detalles moleculares de esta interacción y del 
fenómeno de cooperatividad observado. 
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Los  estudios  de  microscopía  electrónica  (Citovsky,  V.,  et  al.,  1992)  y 
microscopía de fuerza atómica (Kiseyova, O.I.,  et al.,  2001) de los complejos MP-
vRNA revelan la formación de filamentos extendidos de 1.5-3.5 nm de diámetro, 
dimensiones  compatibles  con  el  transporte  de  estos  complejos  a  través  del 
plasmodesmo dilatado de aproximadamente 3-4 nm de diámetro (Lucas, W.J., et al., 
1995), (Oparka, K.J.,  et al., 1999). Estos autores propusieron un papel de chaperona 
para las MP, en el que además de proteger el vRNA de posibles degradaciones, 
mantendría  el  vRNA  en  un  estado  desplegado  que  facilitaría  el  transporte 
intercelular. 
I.2.5.2.- Importancia del RE en el ciclo infectivo
En  estadíos  tempranos  de  la  infección,  la  MP  se  acumula  en  compartimentos 
irregulares derivados del RE cortical. Estos compartimentos irregulares, conocidos 
como  cuerpos  de  inclusión, contienen  tanto  complejos  de  replicación  como  de 
tradución. Esta compartimentalización permite coordinar y regular los procesos de 
traducción, replicación y movilidad del vRNA, además de ofrecer una protección 
frente al sistema de defensa de la planta. La MP participa en el reclutamiento de 
estos complejos en la membrana del RE. Se han descrito mutantes a los que se les ha 
delecionado la MP y son incapaces de acumularse en estos cuerpos de inclusión, 
impidiéndose la translocación del virus (Mas, P., Beachy, R., 1999).
La  asociación  de  los  complejos  ribonucleoproteicos  a  este  orgánulo 
favorecería  el  dinamismo  en  su  distribución,  ya  que  el  RE  presenta  unas 
características  que  le  confieren  versatilidad,  flexibilidad,  expansibilidad  y 
contractibilidad.  Este  orgánulo  contiene  una  serie  de  dominios  especializados 
funcionalmente que definen una organización estructural  concreta en una célula 
vegetal:
RE  rugoso:  consituido  por  cisternas  lamelares  donde  se  albergan  los 
polisomas responsables de la síntesis de proteínas asociadas a este orgánulo.
RE liso: formado por cisternas tubulares encargadas de modificaciones post-
traduccionales  de las proteínas  sintetizadas  en el  RE rugoso.  Además,  en 
este  dominio  tiene  lugar  la  síntesis  de  lípidos,  isoprenoides, 
fenilpropanoides, flavonoides. 
RE cortical: dispuesto en las proximidades de la membrana plasmática.
Envoltura nuclear: delimita la región nuclear y también se pueden encontrar 
polisomas asociados a esta membrana.
Desmotúbulos:  especialización  del  RE  que  se  prolonga  entre  células 
adyacentes  a  través  del  plasmodesmo.  Permite  el  flujo  de  moléculas 
señalizadoras entre células.
Además  de  sus  funciones  celulares,  el  RE  está  implicado  en  la 
organización y dinamismo de otros componentes celulares. Así, encontramos que 
se encuentra asociado a la membrana plasmática, las vacuolas, las mitocondrias, los 
filamentos de actina y funciona como centro organizador de microtúbulos. De este 
modo,  el  gran  dinamismo  y  capacidad  de  interaccionar  con  otros  componentes 
celulares favorece el desarrollo de la infección viral. 
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I.2.5.3.- El papel del citoesqueleto en el transporte de complejos vRNA-MP.
Las MP se asocian a los microtúbulos y a través de estas interacciones determinan 
la  localización  intracelular  del  vRNA.  El  mecanismo  molecular  de  estas 
interacciones todavía se desconoce, pero se han propuesto algunas hipótesis. Se ha 
visto que la MP del TMV contiene un motivo estructural corto, conservado entre las 
MPs de los Tobamovirus y presente en las α-,  β- y γ-tubulinas, en las superficies de 
contacto entre los protofilamentos de los microtúbulos (Boyko, V., et al., 2000). Se ha 
propuesto que las MPs mimetizarían estas superficies para co-ensamblarse con los 
microtúbulos y mediar así el transporte del vRNA como un componente integrado 
o fuertemente asociado al  entramado de microtúbulos.  Las MPs interaccionarían 
con  los  microtúbulos  para  llevar  a  cabo  el  transporte  del  vRNA  mediante  un 
mecanismo  dinámico  dependiente  del  proceso  de  polimerización  de  los 
microtúbulos. El modo de acción de las MPs consistiría en el desplazamiento de las 
γ-tubulinas para mimetizar su organización. 
Existen  otros  posibles  mecanismos  que  podrían  llevar  a  cabo  ese 
movimiento guiado por el citoesqueleto, a través de posibles interacciones con las 
proteínas  asociadas  a  los  microtúbulos  (MAPs).  Estas  proteínas  se  unen  a  la 
superficie externa de los microtúbulos mediante interaciones electrostáticas a través 
de la  interacción de un dominio  básico de las  MAP y un dominio ácido de los 
microtúbulos. Sin embargo, la interacción MP-microtúbulos es insensible a la fuerza 
iónica  y además  no se ha  descrito  una  interacción  entre  estas  MAP y las  MPs, 
siendo necesario profundizar más en este aspecto para describir el mecanismo de 
interacción con los microtúbulos (revisado en Heinlein, M., 2002). 
Las MPs también interaccionan con la actina (McLean, B.G.,  et al.,  1995), 
que forma parte de la estructura del plasmodesmo, por lo que se ha propuesto una 
función  de  direccionamiento  de  los  complejos  ribonucleoproteicos  hacia  estas 
comunicaciones  intercelulares.  Además,  se  ha  visto que la  actina  participa  en la 
formación de los cuerpos de inclusión y en la estabilización y anclaje de estructuras 
derivadas del RE (Mas, P., Beachy, R., 1999). Por tanto, facilitaría la distribución de 
los ribonucleocomplejos localmente.
Así, las MPs tienen la capacidad de asociarse con el RE, los microtúbulos y 
los  plasmodesmos.  Estas  interacciones  con  distintos  componentes  celulares 
asegurarían  el  direccionamiento  y  la  translocación  del  vRNA  a  través  de  los 
plasmodesmos.  Este direccionamiento es independiente  de la  interacción con los 
microtúbulos, puesto que la deleción de 66 aminoácidos del extremo C-t de la MP 
del  TMV  suprime  la  asociación  con  los  microtúbulos  pero  no  así  el 
direccionamiento a  los  plasmodesmos  (Boyko,  V.,  et  al.,  2000b).  Sin embargo,  la 
translocación  de  los  vRNPs  a  las  células  vecinas  no  tiene  lugar,  habiéndose 
propuesto un direccionamiento de la MP a los plasmodesmos independente de la 
asociación  a  microtúbulos,  durante  los  estadíos  iniciales  del  ciclo  infectivo para 
asegurar el incremento del límite de exclusión molecular del poro del plasmodesmo 
y permitir el transporte del vRNA. Además, la acción de la MP en el canal podría 
estar  regulada  por  fosforilación.  Se  ha  observado  que  algunas  MPs  presentan 
modificación  por  fosforilación  in  vitro e  in  vivo (Karger,  E.M.,  et  al.,  2003), 
(Trutnyeva, K.,  et al., 2005). Aunque el significado fisiológico de esta fosforilación 
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todavía se desconoce, se ha sugerido que podría regular la estabilidad del complejo 
(Kawakami, S., et al., 1999) o la asociación a componentes del huésped, favoreciendo 
así  la regulación sutil de las actividades de la MP durante la infección para una 
mayor eficacia de la infección (Waigmann, E., et al., 2000).
I.2.5.4.- Los plasmodesmos
Los  plasmodesmos  son  unas  comunicaciones  intercelulares  que  mantienen  la 
continuidad de componentes celulares y en consecuencia de compartimentos entre 
células  adyacentes,  favoreciendo  así  el  transporte  de  macromoléculas.  Son  unos 
canales  rodeados  de  membrana  plasmática  en  cuyo  interior  se  encuentran  los 
desmotúbulos,  prolongaciones  del  RE,  que delimitan  el  espacio  citoplasmático  a 
través  del  cual  tiene  lugar  el  transporte  de  moléculas  (Figura  I.4). Se  forman 
durante  la  culminación  de  la  citoquinesis,  la  división  celular,  quedando  las 
membranas del RE atrapadas entre los estrechamientos originados por el fenómeno 
de división celular. Los desmotúbulos estabilizan y limitan el tamaño del poro del 
plasmodesmo conjuntamente con proteínas globulares y elementos con estructura 
radial que restringen la difusión de moléculas a través del espacio citoplasmático 
del canal (Waigmann, E., et al., 1997) (Figura I.5). 
Estas  comunicaciones  presentan  diferentes  grados  de  diferenciación  en 
función del tipo celular y del estadío de desarrollo celular, de manera que en células 
jóvenes  permiten  el  paso  a  moléculas  de  hasta  50  kDa  (Zambryski,  P.  1995), 
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Figura I.4: Esquema de los plasmodesmos.
Dos células adyacentes, célula 1 y 2, aunque separadas por la pared celular, se 
encuentran comunicadas por los plasmodesmos. Estos canales especializados 
están  rodeados  por  membrana  plasmática  y  en  su  interior  albergan  los 
desmotúbulos, unas prolongaciones del RE. 
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(Oparka, K.J., et al., 1999), mientras que en células maduras presetan un límite más 
restringido  reduciéndose  a  tan  sólo  1  kDa.  Esta  especialización  va  unida  a  una 
complejidad estructural. El transporte intercelular tiene lugar a través del espacio 
citoplasmático de los plasmodesmos, pero la fluidez característica de la membrana 
del RE también permite un tráfico de moléculas hidrofóbicas a través de la bicapa 
lipídica de los desmotúbulos (Grabski, S., et al., 1993). Hasta el momento todavía se 
desconocen  los  detalles  estructurales  y  moleculares  de  estas  comunicaciones 
intercelulares. Sin embargo, se han descrito proteínas asociadas a los plasmodesmos 
que podrían dar una idea de los posibles mecanismos que tienen lugar asociados a 
ellos. Entre las proteínas descritas se encuentran:
la calreticulina: proteína chaperona marcadora del RE, que podría favorecer 
el transporte de macromoléculas (Baluska, F., et al., 1999)
quinasa  dependiente  de  calcio:  se ha  visto que la apertura  del  canal  está 
regulada mediante señalización dependiente de calcio (Yaholom, A.,  et al., 
1998)
ubiquitina: proteína relacionada con la degradación de proteínas (Ehlers, K., 
et al., 1996)
actina/miosina: responsables del dinamismo de los plasmodesmos, tanto de 
la dilatación como de la constricción, que son procesos dependientes de ATP 
(White, R.G.,  et al.,  1994),  (Blackman,  L.M.,  Overall,  R.L.,  1998),  (Radford, 
J.E., et al., 1998).
Pectin-metil-esterasa:  proteína  que  se  localiza  en  microdominios  del  RE 
próximo a los plasmodesmos. Esta actividad enzimática es la responsable de 
la  desesterificación  de  proteínas  de  secreción  (Morvan,  O.,  et  al.,  1998), 
(Chen, M.H., Citovsky, V., 2003).
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Figura I.5: Modelo de la organización estructural del plasmodemo.
Los desmotúbulos (en gris) estarían anclados a la cavidad del canal 
del plasmodesmo a través de unos elementos radiales (en púrpura) y 
proteínas  globulares  (en verde) que regularían las  dimensiones  del 
canal  para  controlar  el  transporte  de  moléculas  a  través  del 
plasmodesmo. 
(www.biology.kenyon.edu/edwards/project/greg/pd.htm)
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En  el  caso  de  viriones  que  utilizan  túbulos  para  su  movimiento 
intercelular, la estuctura de los plasmodesmos se ve modificada por la acción de las 
MPs, de manera que estas estructuras tubulares desplazan a los desmotúbulos del 
canal  del  plasmodesmo.  Sin  embargo,  en  los  virus  que  se  mueven  a  través  de 
complejos ribonucleoproteicos con un diámetro de 2.0-2.5 nm, la estructura de los 
plasmodesmos no debería  verse  necesariamente modificada,  simplemente podría 
tener  lugar  un  aumento  del  límite  de  exclusión  molecular  de  los  canales  muy 
problablemente mediado por las propias MPs. Estos complejos unirían factores y 
receptores de la célula huésped para su direccionamiento hacia los plasmodesmos. 
El  mecanismo  de  acción  de  la  translocación  de  los  complejos  todavía  está  por 
determinar, hasta el punto de que se desconoce si el vRNA se transloca desnudo o 
asociado a la MP.
I.2.5.5.- El movimiento sistémico de viriones
Una vez los viriones han infectado los tejidos locales, si las partículas víricas entran 
en el  sistema vascular  son transportadas  a  otros tejidos  distantes y extienden el 
proceso infectivo al resto de la planta. Para ello es necesario un proceso de entrada 
y salida de los viriones a través de mecanismos específicos. El transporte sistémico 
tiene lugar a través del floema que transporta los fotoasimilados o nutrientes que 
penetran a través del apoplasto. Los virus entran a través de los plasmodesmos que 
conectan los elementos cribosos de las células acompañantes (Santa Cruz, S., 1999). 
Sin embargo, el transporte desde las células del parénquima floemático a las células 
acompañantes  no  es  eficiente  ya  que  los  plasmodesmos  de  este  tipo  celular  se 
encuentran altamente regulados, de manera que la entrada de moléculas al floema 
está muy controlada. Así pues, la infección de las células acompañantes constituye 
un paso limitante de la expansión de los viriones en la planta. En este proceso la MP 
podría desempeñar un papel esencial en la entrada de los viriones al floema para 
ser transportados a otras partes de la planta (revisado en Heinlein, M., 2002). Sin 
embargo, se ha visto que proteínas del propio huésped también participan en este 
transporte sistémico de los virus. Son proteínas similares a las lectinas y chaperonas 
de pequeño tamaño molecular, que podrían desempeñar funciones estructurales o 
moduladoras del movimiento de las partículas virales (Chisholm, S.T., et al., 2000), 
(Whitham, S.A., et al., 2000).
Del  mecanismo  de  salida  de  los  virus  del  sistema floemático  se  tienen 
pocos detalles. Así por ejemplo, se ha visto que in vitro es sensible a los niveles de 
cadmio,  pero  se  desconoce  el  significado  fisiológico  del  efecto  de  este  metal 
(Citovsky, V., et al., 1998).
I.3.- REPUESTA DEL HUESPED A UNA INFECCION VIRAL
Las  plantas  presentan  una serie  de sistemas complejos  y sofisticados  para  hacer 
frente a las infecciones por patógenos. Las respuestas que se desencadenan van a 
depender  del  tipo  de  patógeno  entre  los  que  se  distinguen  los  necrotrofos  que 
provocan la muerte del huésped y generalmente van acompañados de la síntesis de 
toxinas, y los biotrofos que requieren que el huésped sobreviva para completar su 
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ciclo infectivo. Los virus son principalmente biotrofos pero existen algunos virus 
que pueden llegar a causar la muerte del huésped. Una de las estrategias que han 
desarrollado las plantas para combatir las infecciones virales es la degradación del 
vRNA. Para ello aprovechan una de las particularidades del ciclo infectivo viral, la 
presencia  de  intermediarios  de  RNA  de  doble  cadena  durante  el  proceso  de 
replicación  del  genoma  viral.  Dado  que  las  plantas  carecen  de  RNA  de  doble 
cadena, han aprovechado la presencia de estas especies para detectar las infecciones 
víricas. Así pues, la formación de estos intermediarios en el citoplasma de la célula 
induce la activación de un sistema de degradación de estos RNAs de doble cadena. 
Este proceso se inicia por una actividad endonucleolítica que produce cortes en las 
moléculas  de  RNA diana,  seguida  de  una  actividad  exonucleolítica  que  genera 
pequeños fragmentos de 21 nucleótidos de RNA (revisado en Waterhouse, P.M., et 
al., 2001). Estos fragmentos, conjuntamente con la maquinaria de degradación, son 
capaces  de  complementar  con  las  moléculas  de  ssRNA  desencadenando  su 
degradación (Figura I.6). Esta respuesta se genera en la células infectadas, aunque 
se  ha  propuesto  que  las  células  colindantes  podrían  protegerse  de  la  invasión 
gracias  a  la  difusión  de  componentes  de  esta  respuesta  a  través  de  los 
plasmodesmos. A pesar de la respuesta celular, los virus a su vez han desarrollado 
mecanismos para evitar esta degradación del vRNA. Para ello las proteínas virales, 
además de sus funciones en el ciclo infectivo, podrían desempeñar un papel en la 
inhibición  del  complejo  enzimático  de  degradación  del  vRNA  o  impedir  el 
transporte  de  la  señal  a  otras  células.  Las  CPs  o  las  MPs  podrían  ser  las 
responsables de estas funciones supresoras del sistema de defensa celular. 
36
Introducción
Existe  una  respuesta  más  sofisticada  y  compleja  frente  a  patógenos,  la 
respuesta  hipersensible.  Es  una  respuesta  muy  potente  concertada  temporal  y 
espacialmente que va acompañada de la muerte celular  programada local  y una 
inducción de los genes implicados en defensa en células distales para impedir la 
extensión  de  la  infección  a  otras  zonas  de  la  planta.  Esta  respuesta  está 
desencadenada por la activación de unos genes denominados R, por su implicación 
en  la  resistencia  de  la  planta  a  la  infección.  Se  ha  observado  que  las  proteínas 
codificadas por estos genes R presentan homología con algunos factores de muerte 
de  animales.  Según estos indicios  se postuló  la  existencia  de  un reconocimiento 
específico entre estas proteínas R y una molécula del virus. Con la secuenciación del 
genoma  de  Arabidopsis se  han  identificado  aproximadamente  150-180  genes 
implicados en estos procesos de resistencia. Así pues, dado el limitado número de 
genes  R y  la  gran  variedad  de  patógenos,  se  postuló  que  estas  proteínas  R 
reconociesen  indirectamente  la  presencia  del  patógeno  a  través  de  procesos 
colaterales  de  la  infección.  Este  reconocimiento  desencadena  unas  casacadas  de 
señalización que culminan con la activación de mecanismos de defensa que inhiben 
la extensión del  patógeno.  Los detalles  moleculares  de estas cascadas  todavía  se 
desconocen. 
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Figura I.6: Mecanismo propuesto para la degradación de ssRNA dirigido por 
dsRNA, basado en el mecanismo de RNA de interferencia.
Los intermediarios de RNA de doble cadena, generados durante el proceso de 
replicación,  son  reconocidos  por  un  complejo  con  actividad  RNasa.  Este 
complejo  enzimático  produce  pequeños  fragmentos  de  21  nucleótidos  que 
dirigirán  la  digestión  de  los  ssRNA.  Los  fragmentos  de  21  nucleótidos, 
ensamblados  con  la  maquinaria  de  degradación,  se  unen  a  la  secuencia 
complementaria del ssRNA y a través del complejo RNasa será destruido. 
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I.4.- LA FAMILIA TOMBUSVIRIDAE: EL VIRUS DEL MOTEADO DEL CLAVEL 
(CarMV)
La familia Tombusviridae está integrada por los géneros Tombusvirus y Carmovirus. Se 
caracterizan por ser partículas virales de pequeño tamaño con un diámetro de 30 
nm y de estructura polihédrica aunque la superficie de la  cubierta presenta una 
estructura poco definida (Figura I.7B). Se caracterizan por su reducido espectro de 
infección, restringido a dicotiledóneas. En las zonas de clima templado la mayoría 
de las especies de esta familia encuentran las condiciones idóneas para llevar a cabo 
con éxito infecciones en los cultivos, es por eso que constituyen un problema de 
relevancia económica considerable en estas zonas amenazadas. 
Las partículas víricas o viriones  se encuentran en el  ambiente de forma 
natural, en el suelo y en el agua. Es posible que no necesiten otros organismos como 
vectores  para  su  propagación,  aunque  algunos  de  ellos  son  transmitidos  por  el 
hongo  Olpidium radicale. La infección se inicia en las raíces para invadir de forma 
masiva el resto de tejidos de la planta. 
Los  diferentes  grupos que constituyen esta  familia  de  virus  de  plantas, 
presentan una serie de similitudes que ha permitido agruparles dentro de la misma 
famila:
✔ similitudes estructurales y morfológicas de la cubierta del virión
✔ mismo tipo de  genoma,  RNA monopartito de  simple  cadena  y polaridad 
positiva
✔ semejantes propiedades fisico-químicas, epidemiológicas, comportamientos 
y ecologías 
Sin  embargo,  también  presentan  una  serie  de  diferencias  que  ha  permitido 
clasificarlos en distinos géneros:
➢ el tamaño del genoma. El género  Tombus presentan un genoma de 4.7 kb, 
mientras que en el género Carmo es de 4.0 kb
➢ la organización genómica
Se han descrito 13 especies tanto en el género  Tombus como en el caso del género 
Carmo. A este último pertenece el  Virus del Moteado del Clavel (CarMV), que da 
nombre al género, y es el objeto de estudio del presente trabajo. 
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I.4.1.- Organización genómica
Como se  ha  mencionado,  presenta  un  genoma monopartito  de  RNA de  cadena 
simple y polaridad (+), de unos 4000 nucleotidos que contiene cinco pautas abiertas 
de lectura (ORF) (Figura I.8), organizado de la siguiente manera:
− una estructura CAP que protege y estabiliza el vRNA
− una región no traducible en el extremo 5'
− la ORF1 que codifica la RNA-polimerasa de 27-29 kDa
− la ORF2 separada de la anterior mediante un codón ambar, cuya omisión da 
lugar a la RNA-polimerasa de 85-88 kDa
− las ORF3 y ORF 4: genes solapados que codifican las dos MPs responsables 
del movimiento local del genoma viral de 7 y 9 kDa
− la ORF5: que codifica la proteína de cubierta de 38 kDa
− una región no codificante en 3'
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Figura I.7: El virus del moteado del clavel.
A.  Lesiones  cloróticas  típicas  del  CarMV en el  huésped experimental 
Chenopodium amanticolor.  B. Partículas virales purificadas y teñidas con 
fosfotungstato.  C.  Topología de la estructura de la cápside del CarMV 
(VIPERdb).  D. Cristal icosaédrico de la cubierta del virus con simetría 
T=3.
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Ambos géneros de esta familia presentan similitud de secuencia a nivel de 
genoma en las regiones no codificantes de los extremos 5' y 3'. Aunque el máximo 
grado de similitud de secuencia se centra en los genes codificantes de las RNA-
polimerasas, en concreto en la zona donde se encuentra el codón ámbar entre las 
ORF1  y  ORF2.  Por  el  contrario,  la  máxima  diversidad  a  nivel  de  secuencia  se 
encuentra en sus respectivas proteínas de cubierta, que justificaría la especificidad 
de huésped de cada especie de virus (Russo, M., et al., 1994). 
La secuencia no codificante en 5'  contiene 23 nucleótidos que presentan 
una homología de secuencia del 73% con 26 nucleótidos del extremo 3'. Es posible 
que  ambas  secuencias  constituyan  una  señal  de  reconocimiento  similar  para  la 
replicasa viral para la síntesis de cadenas de RNA tanto de polaridad (+) como (–).
En cuanto a la  secuencia no codificante en 3'  contiene secuencias cortas 
repetidas que se ha postulado que constituyan un posible mecanismo  in  vivo de 
reparación de vRNA incorrecto. Una función análoga a la actividad telomerasa de 
las células eucariotas. En muchos géneros que presentan un genoma de RNA (+), es 
necesaria  una  integridad  del  extremo  3'  esencial  para  el  reconocimiento  de  la 
replicasa responsable de la síntesis de cadenas complementarias. Esta integridad se 
mantiene  mediante  unas  estructuras  especiales  tales  como  las  colas  poli-A  o 
estructuras  similares  al  t-RNA.  Sin  embargo,  existen  virus  que  no  presentan 
ninguna estructura terminal característica,  como ocurre en los virus de la familia 
Tombusviridae y géneros relacionados. En este caso presentan secuencias repetidas 
cortas como característica alternativa que les confiere un mecanismo de reparación 
capaz de presevar la integridad del extremo 3'.
I.4.2.- RNA-polimerasas
Ambas  RNA-polimerasas  de  27  y  86  kDa  se expresan  directamente  a  partir  del 
vRNA. La RNA-polimerasa de mayor tamaño no es suficiente para llevar a cabo la 
replicación del genoma viral sino que se requiere la presencia de ambas proteínas. 
Estos  enzimas  no  presentan  actividad  helicasa  a  diferencia  de  otras  RNA-
polimerasas  codificadas  por otros géneros  virales.  Se ha postulado que genomas 
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Figura I.8: Organización genómica del CarMV.
En  azul  se  representan  las  proteínas  implicadas  en  la  replicación,  las  RNA-
polimerasas p27 y p86. En verde las ORFs solapadas que codifican las dos MPs, p7 y 
p9. Y en malva la CP. Se indican el extremo 5', que contiene una estructura CAP, y el 
extremo 3'.
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virales de tamaño menor a 6 kDa carecen de esta actividad helicasa (Dolja, V.V., 
Carrington, J.C., 1992), (Koonin, E.V., Dolja, V.V., 1993). Además de la replicación 
del  genoma,  sintetizan  los  sgRNAs  1  y  2  que  codifican  la  CP  y  las  MP 
respectivamente. Se han identificado dos sitios de unión de la CP flanqueando al 
codón ambar que separa las ORF1 y 2 que codifican estas RNA-polimerasa (Wei, N., 
et al., 1992). Se ha propuesto que la unión de la CP a estas regiones podría tener una 
doble función, por un lado disminuir la tasa de replicación en estadíos tardíos del 
ciclo infectivo impidiendo la síntesis de la RNA-polimerasa de 86 kDa y por otro 
iniciar el ensamblaje de los viriones (Hacker, D.L., et al., 1992).
I.4.3.- La cubierta proteica
Este virus presenta presenta una cubierta de 30 nm de diámetro con una simetría 
icosaédrica tipo T=3 formada por 180 subunidades de la proteína de cubierta (CP) 
que interaccionan con el  vRNA para  su condensación durante el  ensamblaje del 
virión  (Morris,  T.J.,  Carrington,  J.C.,  1988) (Figura  I.7C  y D).  Cada  subunidad 
adopta un plegamiento en el cual se diferencian los siguientes dominios:
• dominio  R:  localizado  en  el  extremo N-t  de  la  proteína  con  un dominio 
interno que interacciona con el vRNA.
• dominio S: forma el esqueleto de la cubierta del virus
• dominio P: en el extremo C-t de la proteína que se extiende hacia el exterior 
para formar las 90 proyecciones que caracterizan a las cubiertas de la familia. 
Estas estructuras  confieren las propiedades biológicas  e inmunológicas  de 
este tipo de virus.
El ensamblaje de la cubierta se inicia con la interacción de tres subunidades 
a través de los brazos del dominio R. La CP reconoce unos sitios específicos del 
vRNA, localizados en la región donde se encuentra el codón ámbar entre las ORFs 1 
y 2 que codifican las RNA-polimerasas y el extremo 3' del gen codificante de la CP. 
La presencia de dos sitios de reconocimiento distantes favorecerían la condensación 
del genoma durante el ensamblaje del virión.  No es una proteína esencial para la 
replicación del genoma y a su vez tampoco es requerida para el movimiento célula-
a-célula de los genomas de virus de plantas a nivel local.  Sin embargo, según el 
huésped y el virus en cuestión, el movimiento a larga distancia se ve favorecido por 
la presencia de virión. En este tipo de transporte la barrera física existente entre el 
tejido del parénquima floemático y los haces vasculares dificulta la transferencia del 
genoma viral entre ambos compartimentos. La acumulación de MP en estas zonas 
no es suficiente para modificar  el  diámetro de los plasmodesmos e iniciar  así  el 
movimiento sistémico del virus. De forma que, se ha postulado que la CP pueda 
contribuir a atravesar esta barrera física entre ambos compartimentos (Russo, M., et  
al., 1994).
En estadíos tardíos del ciclo infectivo la CP se une a ciertas regiones del 
vRNA  desencadenando  la  inhibición  de  la  replicación  y  a  su  vez  se  inicia  el 
ensamblaje de los viriones. De manera que, la encapsidación del genoma viral es 
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proporcional  al  RNA sintetizado.  Esto desencadena el  proceso de ensamblaje  de 
viriones para ser transferidos al sistema vascular y extender la infección al resto de 
la planta. 
I.4.4.- Las proteínas de moviento: p7 y p9
El CarMV codifica dos MPs, una proteína soluble de 7 kDa, p7, capaz de unir el 
vRNA, y otra proteína de 9 kDa, p9.  Las ORFs de estas proteínas se encuentran 
solapadas en el genoma viral. Se originan a partir de sgRNAs sintetizados por las 
RNA-polimerasas virales. Son proteínas esenciales para el transporte local célula-a-
célula del vRNA. 
Los estudios estructurales  de p7 muestran que la proteína  presenta  tres 
dominios (Vilar, M.,  et al.,  2001),  un dominio N-t que no presenta una estructura 
definida, un dominio central α-helicoidal con capacidad de unir el vRNA in vitro de 
forma cooperativa y sin especificidad de secuencia (Vilar, M., et al., 2005), formando 
unos complejos RNA-MP de alto peso molecular, y un dominio C-t con tendencia a 
adoptar una estructura en hoja β en presencia de medios inductores de estructura. 
En  cuanto  a  la  localización  intracelular  de  la  proteína  se  ha  observado  una 
distribución citoplasmática y asociada a la membrana del RE (Garcia-Castillo, S.M., 
et al., 2003). 
Como se ha mencionado anteriormente, la interacción de las MPs con las 
membranas del RE es un factor importante para el desarrollo de la  infección.  El 
análisis de la secuencias de las MPs del CarMV mediante perfiles de hidrofobicidad 
(Figura I.9), no resalta ninguna región susceptible de interaccionar con membranas 
biológicas en el caso de p7. En cambio, p9 presenta dos regiones hidrofóbicas con 
capacidad de interaccionar con las bicapas lipídicas, tal como se pone de manifiesto 
en  el  análisis  de  secuencias  mediante  programas  informáticos  de  predicción  de 
fragmentos TM (www.expasy.org/tools/). 
Los estudios estructurales de p9 ponen de manifiesto el carácter helicoidal 
de las dos regiones hidrofóbicas, estructura típica de hélices transmembrana (Vilar, 
M.,  et  al.,  2002).  Mientras  que  el  dominio  C-t  de  la  proteína  presenta  cierta 
plasticidad conformacional según el medio. Dada la importancia de la asociación de 
las MPs a la membrana del RE, se asume una acción coordinada entre ambas MPs 
para  asegurar  el  correcto  direccionamiento  del  vRNA  hacia  los  plasmodesmos 
donde modificarían su límite de exclusión molecular, permitiendo así  el paso de 
estos  ribonucleocomplejos  para  iniciar  un  nuevo  ciclo  infectivo  en  la  célula 
adyacente. 
Uno de los objectivos del presente trabajo es la caracterización molecular 
de la asociación de las MPs a la membrana del RE, hasta la fecha por definir. A 
continuación se detallan los mecanismos celulares para la asociación de proteínas 
con las membranas biológicas. 
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I.5.- LA MEMBRANA BIOLÓGICA.
Las  membranas  celulares  desempeñan entre otras  una función básica,  separar  el 
interior  celular  del  medio  exterior.  La  célula  debe  por  una  parte  mantener  la 
composición  y  concentración  de  moléculas  propias  en  el  citoplasma,  y  por  otra 
permitir el intercambio controlado de materia, energía e información con el medio 
exterior.  Estas dos necesidades antagónicas se satisfacen con la presencia de dos 
tipos de moléculas en las membranas,  lípidos  anfifílicos y proteínas.  Los lípidos 
proporcionan  una  barrera  flexible  y  semipermeable,  mientras  que  las  proteínas 
conforman  receptores  y  canales  que  median  la  transducción  de  información  y 
regulan el transporte de moléculas. 
Las proteínas de membrana se pueden clasificar en dos grandes grupos en 
función de la naturaleza de las interacciones que establecen con la bicapa lipídica, 
las  proteínas  integrales  de  membrana  o  intrínsecas  y  las  proteínas  periféricas  o 
extrínsecas (Figura I.10). Las proteínas integrales contienen uno o varios dominios 
embebidos en la bicapa lipídica.  Estos dominios presentan resíduos con cadenas 
laterales hidrofóbicas a través de las cuales interaccionan con los grupos acilos de 
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Figura I.9: Perfiles de hidrofobicidad de p7 y p9. 
Se muestran los perfiles de hidrofobicidad de p7 (A) y p9 (B) propuestos por el 
programa de predicción de regiones transmembrana disponible en la dirección 
URL http  ://bioinformatics.weizmann.ac.il/hydroph/plot_hydroph.html  . En el caso de p9, 
en rojo y verde se indican las dos regiones que presentan mayor hidrofobicidad 
y por tanto susceptibles de interaccionar con membranas biológicas.
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los  fosfolípidos,  anclando  las  proteínas  a  la  membrana.  La  gran  mayoría  de 
proteínas  integrales  atraviesan  la  membrana  en  su  integridad,  de  manera  que 
exponen  dominios  extramembranosos  a  ambos  lados  de  la  bicapa  lipídica.  Los 
dominos o fragmentos transmembrana (f-TM) generalmente adoptan una estructura 
en α-hélice, pero también existen casos en los que se pueden estructurar en forma 
de hojas β.
En  cambio,  las  proteínas  periféricas  no  interaccionan  con  el  núcleo 
hidrofóbico de la membrana. Estas proteínas bien interaccionan indirectamente a 
través  de  proteínas  integrales  o  bien  a  través  de  grupos  lipídicos  o  grupos 
hidrocarbonados de cadena larga unidos covalentemente a las membranas.
La  comunicación  entre  el  interior  y  el  exterior  celular  a  través  de estas 
proteínas de membrana requiere de mecanismos celulares que aseguren su correcta 
y eficaz inserción en las bicapas lipídicas durante la biogénesis de estas proteínas. 
La inserción espontánea de proteínas de membrana ocurre in vivo en algunos casos 
(Kiefer,  D.,  Kuhn,  A.,  1999)  (Ridder,  A.N.,  et al.,  2002),  pero la  gran mayoría de 
proteínas de membrana estudiadas requieren la acción de componentes celulares 
para  su  integración  en  las  membranas.  Así,  los  mecanismos  que  gobiernan  la 
inserción  de  proteínas  en  las  membranas  celulares  son  esenciales  para  la 
supervivencia  celular.  En  este  contexto,  las  células  deben  reconocer  aquellas 
44
Exterior
Citoplasma
proteína integral
proteína periférica
proteína periféricaglicolípidoglicoproteínaoligosacárido
monocapas
bicapa de 
fosfolípidos
fosfolípido
colas acílicas de
los ácidos grasos
cabeza polar
hidrofílica
proteína integral
núcleo 
hidrofóbico
Figura I.10: Esquema de una membrana biológica.
La bicapa lipídica, estructura básica de las membranas celulares, consiste en dos monocapas 
de  fosfolípidos  cuyas  cadenas  acílicas  constituyen  el  núcleo  hidrofóbico  interno  de  la 
membrana.  Ambas  monocapas  se  encuentran  flanqueadas  por  las  cabezas  polares 
hidrofílicas  de  los  fosfolípidos.  La  gran  mayoría  de  proteínas  integrales  atraviesan  la 
membrana, tal como se muestra. Las proteínas periféricas se asocian a la membrana a través 
de  interacciones  específicas  proteína-proteína.  Los  oligosacáridos  pueden  unirse  a  las 
proteínas formando glicoproteínas o a los lípidos dando lugar a los glicolípidos. (Adaptado 
de Lodish, H., et al., 2000)
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proteínas  destinadas  a  las  membranas  para  mediar  su  inserción.  Para  ello  las 
proteínas  de  membrana  contienen  dominios  que  funcionan  como  señales  de 
reconocimiento que garantizarán su correcta distribución.
En organismos procariotas, que sólo presentan una membrana plasmática 
que separa el interior celular del medio exterior, las proteínas tienen tres posibles 
destinos: el citoplasma, la membrana plasmática o el exterior celular. Aunque en el 
caso de las bacterias  Gram (−),  que presentan una membrana externa adicional, 
existen mecanismos específicos para la inserción de proteínas en esta membrana. 
En  cambio,  en  las  células  eucariotas  las  funciones  celulares  se  hallan 
compartimentalizadas  en  orgánulos  que  a  su  vez  se  encuentran  rodeados  de 
membranas (Figura I.11). Para desempeñar sus funciones especializadas requieren 
la  presencia  de  proteínas  específicas  tanto  en  su  interior  o  lumen  como en  sus 
membranas. Así, los posibles destinos de una proteína en una célula eucariota se 
diversifican: el citoplasma, el retículo endoplásmico, el núcleo, el aparato de Golgi, 
mitocondrias,  peroxisomas,  lisosomas,  endosomas,  membrana  plasmática  o  el 
exterior celular. 
Estos procesos de selección se inician durante la síntesis de proteínas en el 
citoplasma  (Figura  I.11).  Las  proteínas  de  membrana  y  de  secreción  contienen, 
generalmente  en  su  extremo N-t,  una  secuencia  específica  que  las  dirige  al  RE 
rugoso, donde se completa la  síntesis  de la proteína.  Posteriormente,  la  proteína 
madura en el Golgi y finalmente es distribuida a su destino a través del sistema de 
transporte vesicular. Esta secuencia de pasos es conocida como ruta de secreción, en 
la que, como se ha mencionado, se incluyen tanto las proteínas que son secretadas 
al exterior celular como las proteínas de membrana y las proteínas residentes en el 
lumen de los orgánulos que participan en esta vía. La síntesis del resto de proteínas 
se  completa en el  citoplasma.  Sin embargo,  existen proteínas,  codificadas  por el 
genoma  nuclear,  que  presentan  una  secuencia  específica  de  direccionamiento  a 
otros orgánulos, mitocondria, cloroplasto, peroxisoma o núcleo. La distribución de 
estas  proteínas  depende  del  reconocimiento  de  dichas  secuencias  por  receptores 
específicos en la superficie de los orgánulos destino. Las secuencias señal difieren 
en longitud, localización en la proteína y la distribución de aminoácidos cargados e 
hidrofóbicos. Estas propiedades permiten diferenciar el destino final de la proteína. 
En  la  Tabla  I.1 se  muestran  secuencias  señal  representativas  para  cada caso.  A 
continuación se presentan los mecanismos moleculares por los cuales las proteínas 
son distribuidas a los distintos compartimentos celulares. 
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Figura I.10. Esquema de la distribución y posibles destinos de una proteína codificada por el genoma 
nuclar en una célula eucariótica típica.              ☞
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Tabla  I.1:  Secuencias  señales  características  para  el  direccionamiento de  proteínas  a los  distintos 
orgánulos celulares.
Orgánulo Secuencia Señal Localización
RE NH2-MMSRPALLALGALLLLLLAGARA N-terminal
núcleo ...PPKKKRKV... interna
mitocondria NH2-MLSLRQSIRFFKPATRTLCSSRYLL... N-terminal
cloroplasto NH2-MRTRAGAFGKQRSTSSSPSGSTASRQWLRSSPGRTQRPAAHRVLA... N-terminal
peroxisoma -PST1 ...SRL-COOH C-terminal
peroxisoma -PST2 NH2-...RLX5HL... N-terminal 
En azul se muestran los aminoácidos cargados positivamente y en gris los aminoácidos con propiedades 
hidrofóbicas. La X representa cualquier aminoácido.
Los ribosomas citosólicos se encargan de iniciar la traducción del mRNA. El destino final de 
una proteína se decidirá en función de la presencia o no de una secuencia señal específica. La 
secuencia de pasos señalizada en rojo representa la conocida ruta de secreción. 1 La aparición de 
una secuencia  señal  direcciona  los  complejos  ribosomas-cadenas nacientes  al  RE.  2  En este 
orgánulo se finaliza la síntesis de la proteína y que finalmente madura en el Golgi (3). Mediante 
transporte vesicular la proteína se distribuye a su destino final,  4a,  4b o  4c.  Si las cadenas 
nacientes  carecen  de  la  señal  de  direccionamiento  a  RE  (ruta  señalizada  en  azul),  1 los 
ribosomas completan la síntesis  de la proteína que se libera al  citoplasma,  2.  Si la proteína 
presenta una secuencia específica de orgánulo, alcanza el correcto destino y es importada por 
la mitocondria 3a, el cloroplasto 3b, el peroxisoma 3c o el núcleo 3d. Las proteínas dirigidas a 
mitocondrias  y  cloroplastos  deben  atravesar  de  forma  desplegada  la  membrana  externa  e 
interna  para  alcanzar  la  matriz  o  el  estroma,  respectivamente,  4a y  4b.  Desde  aquí  serán 
distribuidas a su ubicación definitiva. Sin embargo, las proteínas dirigidas al peroxisoma,  4c, 
son translocadas al interior del orgánulo completamente estructuradas. Las proteínas nucleares 
atraviesan  los  poros  nucleares  formando  parte  de  partículas  ribonucleoproteicas,  4d. 
(Adaptado de Lodish, H., et al., 2000)
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I.6.- MAQUINARIA DE TRANSLOCACIÓN E INSERCIÓN DE PROTEÍNAS EN 
EL RE
Los  procesos  de  direccionamiento  y  transporte  de  proteínas  a  través  de  la 
membrana del RE plantean tres grandes cuestiones. En primer lugar qué proteínas 
son las responsables del direccionamiento y anclaje de la proteína a la membrana. 
En segundo lugar cómo la proteína es capaz de atravesar la membrana del RE sin 
que se  produzca  transferencia  de  contenidos  entre  los  compartimentos  a  ambos 
lados de la membrana. Y por último cuál es la fuente de energía que permite que 
estos procesos tengan lugar. Estos procesos son esenciales para la biosíntesis de las 
proteínas de secreción y de las proteínas de membrana. Aunque las propiedades 
bioquímicas y biofísicas de ambos tipos de proteínas son muy distintas, utilizan la 
misma maquinaria molecular para los procesos de translocación e inserción en la 
membrana  del  RE,  respectivamente.  A  continuación,  se  detalla  la  maquinaria 
responsable de estos procesos.
I.6.1.- Direccionamiento y anclaje a la membrana del RE
En la mayoría de casos, los procesos de translocación e inserción de proteínas de 
secreción y de membrana se encuentran acoplados a la síntesis de la proteína, y así 
estos  procesos  se  conocen  con  el  nombre  de  translocación  o  inserción  co-
traduccional, respectivamente. Tal como se ha expuesto anteriormente, la síntesis 
de  estas  proteínas  se  inicia  en  el  citoplasma.  Estas  proteínas  contienen  en  su 
extremo N-t una secuencia señal (SS), que presenta uno o varios resíduos cargados 
positivamente seguidos de un fragmento de unos 12-20 aminoácidos hidrofóbicos 
(Walter, P.,  et al., 1983). Cuando estas SSs emergen del ribosoma son reconocidas 
por la partícula de reconocimiento de la señal (SRP) (Walter, P., Blobel, G., 1981), 
que  dirigirá  el  complejo  RCN a  la  membrana  del  RE para  la  translocación  y/o 
inserción de la proteína (Gilmore, R., et al., 1982a, 1982b). La SRP y el receptor de la 
SRP  (SR),  localizado  en  la  membrana  del  RE,  son  los  responsables  de  este 
direccionamiento y anclaje de la cadena cadena naciente a la membrana del RE. La 
SRP  es  un  complejo  ribonucleoproteico  citoplasmático  que  se  asocia 
transitoriamente a la secuencia señal de la cadena naciente, al ribosoma y al SR, 
localizado en la membrana del RE (Figura I.11) (Gilmore, R., Blobel, G, 1983). 
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En eucariotas  este  complejo  ribonucleoproteico  está  constituido por seis 
subunidades proteicas (SRP 72, 68, 54, 19, 14 y 9) ensambladas junto a una molécula 
de RNA 7S (Figura I.12) (Andrews, D.W.,  et al., 1985). Se pueden diferenciar dos 
dominios funcionales:  el dominio Alu y el dominio S. El primero de ellos queda 
definido por uno de los extremos del RNA 7S donde se asocian las subunidades 
SRP 14 y SRP 9 (Birse, D.E., et al., 1997). Este dominio es el responsable de la parada 
de la traducción de la proteína, evitando así agregaciones de la proteína mediadas 
por  interacciones  hidrofóbicas  (Wolin,  S.L.,  Walter,  P.,  1989).  La  síntesis  de  la 
proteína se reanudará asociada a la membrana del RE cuando se haya iniciado la 
translocación del complejo RCN a través de la membrana del RE. El dominio S está 
constituido  por las  cuatro  subunidades  restantes  y  el  otro  extremo del  RNA 7S 
(Siegel, V.,  Walter,  P.,  1988).  La función principal  de este dominio recae sobre la 
subunidad  SRP54  (Krieg,  U.C.,  et  al.,  1986),  (Kurzchalia,  T.V.,  et  al.,  1986),  que 
presenta a su vez dos subdominios, un dominio M, rico en Met, localizado en el 
extremo C-t de la proteína responsable del reconocimiento de la SS (Romisch, K., et  
al., 1990), (Zopf, D., et al., 1990) y un dominio NG con actividad GTPasa (Cleverley, 
R.M., Gierasch, L.M., 2002) y localizado en el extremo N-t de la proteína a través del 
cual  interacciona con su receptor SR, localizado en la membrana del RE (Figura
I.11). El receptor SR está formado por dos subunidades SRα, proteína de membrana 
periférica de unos 640 aminoácidos a través de la cual interacciona con la SRP y la 
subunidad  SRβ  proteína  integral  de  membrana  de  unos  300  aminoácidos  que 
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Figura I.11: Direccionamiento de las proteínas de membrana y de secreción a 
la membrana del RE.
La secuencia señal emerge del túnel del ribosoma y es reconocida por la SRP. 
La traducción se detiene transitoriamente y el complejo RCN es dirigido a la 
membrana del RE a través de la interacción con su receptor SR. Adaptado de 
www.ergito.com (biochemistry)
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permite anclar el comlejo SRP-cadena naciente a la membrana (Miller,  J.D.,  et al., 
1996), (Fulga, T.A., et al., 2001).
Cuando la SRP a través del dominio M de la SRP54 reconoce la SS de la 
cadena naciente al emerger ésta del túnel del ribosoma, el dominio NG incrementa 
su  afinidad  por  GTP.  En  este  estado  activado  presenta  una  mayor  tendencia  a 
interaccionar  con  el  receptor  SR,  a  través  de  su  subunidad  SRα,  que  también 
presenta un dominio NG y su correspondiente  actividad GTPasa y se encuentra 
asociada a la membrana del RE a través de la subunidad SRβ que presenta un f-TM 
(Connolly, T., Gilmore, R., 1993),  (Miller, J.D.,  et al.,  1993). Se ha sugerido que la 
actividad GTPasa de los dominios NG de SRP54 y de SRα sea recíproca y tengan su 
acción sobre el otro cuando el complejo RCN se ha transferido a la maquinaria de 
translocación (Connolly, T., et al., 1991), (Freymann, D.M.,  et al., 1997). De manera 
que  existe  una  regulación  muy  estricta  del  proceso  de  direccionamiento  y 
translocación de polipéptidos a través de la membrana del RE (Figura I.13). 
A diferencia  de  las  células  eucariotas,  en  los  organismos  procariotas  el 
complejo de la SRP está implicado únicamente en la inserción de proteínas en la 
membrana plasmática, mientras que las proteínas de secreción son reconocidas por 
otra proteína soluble, SecB (ver apartados I.8.1 e I.9.3). Esta especificidad de la SRP 
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Figura I.12: Estructura de la partícula de reconocimiento de la señal.
La SRP está constituida por un RNA de 300 nucleótidos y seis proteínas,  SRP9, 
SRP14,  SRP19,  SRP54,  SRP68  y  SRP72  (el  número  indica  el  peso  molecular 
aproximado × 10-3). Todas las proteínas interaccionan con el RNA a excepción de 
SRP54. Se indican las funciones de cada uno de los dominios. La subunidad SRP54, 
además  de  ser  la  responsable  del  reconocimiento  de  la  secuencia  señal,  tiene 
capacidad de hidrolizar GTP, al igual que la subunidad α de su receptor SR (ver 
texto). (Adaptado de Lodish, H., et al., 2000)
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parece estar determinada por la preferencia de SSs con mayor carácter hidrofóbico, 
como las presentes en proteínas de membrana. En este caso el complejo sólo está 
integrado  por una  subunidad  Ffh,  homóloga  a  SRP54,  y  un RNA 4.5S,  también 
homólogo al  RNA 7S de eucariotas  (Poritz,  M.A.,  et al.,  1990),  (Luirink,  J.,  et al., 
1992).  Ffh carece de dominio Alu, pero se han descrito procesos de inserción co-
traduccionales  en  la  membrana  interna  bacteriana,  de  modo  que  todavía  se 
desconoce si esta proteína participa en la detención de la traducción. El receptor de 
Ffh,  FtsY,  homólogo  a  la  subunidad  SRα de  eucariotas,  presenta  isoformas 
asociadas a la membrana e isoformas citoplasmáticas. La función de estas últimas se 
desconoce (Luirink, J.,  et al.,  1994).  FtsY contiene dos dominios,  un dominio NG, 
homólogo al de Ffh y con actividad GTPasa (Montoya, G., et al., 1997), a través del 
cual interacciona con Ffh, y un dominio A de estructura y función desconocidas.
I.6.2.- Translocación e inserción de polipéptidos a través de la membrana del 
RE. El translocón.
La SRP y el SR se encargan de iniciar  el proceso de translocación a través de la 
membrana del RE. Tras la hidrólisis del GTP se disocian del complejo RCN que es 
transferido a un complejo de proteínas conocido con el nombre de translocón (Song, 
W.,  et al., 2000).  Es un canal lipido-proteico, compuesto por un complejo proteico 
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Figura I.13: El ciclo de la SRP.
SRP y SR presentan capacidad de unir GTP. La interacción entre ambos provoca la 
transferencia de la cadena naciente a la maquinaria de translocación en la membrana 
del RE, el translocón. La hidrólisis de GTP promueve el desensamblaje del complejo 
SRP-SR. Adaptado de www.ergito.com (biochemistry)
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que forma las paredes del canal, intercalado entre moléculas de fosfolípidos y otras 
proteínas asociadas que aseguran la eficiencia del proceso. Este canal, a diferencia 
de lo que ocurre con los canales que transportan iones y moléculas pequeñas, tiene 
la peculiaridad de ser capaz de abrirse en dos direcciones: perpendicular al plano 
de  la  membrana  para  permitir  la  translocación  de  segmentos  polipeptídicos 
solubles, y hacia la membrana para permitir la salida lateral de los f-TM altamente 
hidrofóbicos que particionan a la bicapa lipídica.  El poro acuoso de este canal se 
alinea con el túnel de la subunidad grande del ribosoma, de manera que la cadena 
naciente se encuentra protegida asegurando así la unidireccionalidad del proceso 
(Figura I.14) (Beckmann, R., et al., 1997).
El principal componente del translocón es un complejo heterotrimérico. La 
subunidad más grande de este complejo es la subunidad α, denominada Sec 61α en 
mamíferos y SecY en eubacterias y arquea. La subunidad β se denomina Sec61β en 
mamíferos,  Secβ en arquea y SecG en eubacterias.  Finalmente, la subunidad  γ se 
denomina Sec61γ en mamíferos, y SecE en eubacterias y arquea. Las subunidades α 
y  γ se encuentran en todos los organismos, donde muestran una conservación de 
secuencias  bajas  pero  significativas.  Además,  son  esenciales  para  la  viabilidad 
52
Figura I.14: Reconstitución tridimensional del complejo ribosoma-translocón.
A. Visión frontal en la que el ribosma se representa en azul y el translocón en rojo. B. 
Visión frontal en la que el translocón se muestra con transparencia para hacer énfasis 
en el  alineamiento del poro del translocón con la salida del túnel  de la  subunidad 
grande  60S  del  ribosoma  (flecha  amarilla).  C. Visión  lateral,  en  la  que  además  se 
representa la membrana del RE en amarillo. D. Sección transversal de la reconstitución 
mostranda  en  (C).  La  flecha  negra  indica  la  interacción  que  se  establece  entre  el 
ribosoma y el translocón.  El alineamiento entre el túnel del ribosoma y el poro del 
translocón se muestra con la línea discontínua amarilla. Adaptado de Beckmann, R., et 
al., 1997.
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celular.  Las  subunidades  β son  homólogas  entre  eucariotas  y  arqueas  pero  no 
presentan similitud de secuencia obvia con la SecG de eubacterias.  Globalmente, 
estas indicaciones apuntan a que las subunidades α y γ constituyen el núcleo central 
del  complejo  que  forma  el  canal.  En  la  Tabla  I.2 se  resumen  las  subunidades 
constituyentes del translocón, descritas en los distintos organismos.
Recientemente  se  ha  resuelto  la  estructura  del  translocón  de  la  arquea 
Methanoaldococcus jannaschii en estado inactivo (o cerrado) mediante cristalografía 
de rayos  X a 3.2  Å de resolución (van den Berg,  B.,  et al.,  2004).  Los resultados 
revelan  un  heterotrímero  SecYEβ,  con  una  estequiometría  1:1:1,  siendo  SecY  la 
subunidad que conforma las paredes del  canal  acuoso del complejo de 5-8 Å de 
diámetro. SecY es una proteína que contiene 10 f-TM distribuidas en dos mitades 
con simetría bilateral (Figura I.15), un dominio N que comprende las hélices TM1-5 
(en azul) y un dominio C que comprende las hélices TM6-10 (en rojo).
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Tabla I.2: Subunidades del translocón descritas en los distintos tipos de organismos 
mamíferos Sec61α Sec61β Sec61γ
Saccharomyces 
cerevisiae Sec61p Sbh1p Sss1p
eubacterias SecY SecG SecE
arquea SecY Secβ SecE
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En  ausencia  de  ribosomas  anclados  al  translocón,  el  canal  se  mantiene 
cerrado. En este estado adopta una estructura en forma de reloj  de arena con un 
estrechamiento en el centro del poro del canal  de 3 Å de diámetro formado por 
resíduos  hidrofóbicos no cargados que mantendrían  el  poro del  canal  sellado al 
paso de iónes  en estado inactivo.  El  canal  se encuentra además cubierto por un 
pequeño  dominio  helicoidal  (TM2a),  que  tapona  el  poro  del  canal  cerrado 
impidiendo una libre transferencia  de  contenidos  entre  los  dos compartimentos. 
Así, cuando el canal se activa para la translocación de proteínas es de esperar que 
ocurra un cambio conformacional tal que este dominio se desplace y se abra el poro 
del canal, permitiendo la entrada de la cadena naciente del polipéptido a translocar 
(Figura  I.16).  La  organización  pseudosimétrica  en  dos  dominios  de  SecY  y  la 
localización periférica de las dos subunidades pequeñas E y β dejan la parte frontal, 
entre las hélices TM2b y TM7, donde se aproximan los dos dominios de SecY, como 
el único lugar por donde se pueda abrir lateralmente el complejo para permitir la 
partición de los f-TM a la fase lipídica. Este movimiento lateral del canal implica la 
existencia de un dominio en la cara  opuesta del  complejo que funcionaría  como 
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Figura I.15: Estructura del complejo SecYEβ de M. jannaschii. (visión citoplasmática)
A. El dominio N, que comprende las hélices TM1-5, se representan en azul, excepto la hélice 2b 
que se  indica en ciano.  El  dominio C, que comprende las  hélices TM6-10, se muestra en rojo, 
excepto la hélice 7 que se indica en amarillo. La secuencia señal se podría intercalar en la parte 
frontal del complejo entre las hélices TM2b y TM7. En verde se representa la hélice TM2a que 
constituye el dominio taponador del poro en estado cerrado. Se indica el dominio entre las hélices 
TM5 y TM6, en la parte trasera del complejo, propuesto como posible dominio bisagra (ver texto). 
Se indican las subunidades del complejo. La F simboliza la parte frontal de la estructura, mientras 
que la T denota la parte trasera del complejo. En gris se muestran las subunidades β y E.
B. Estructura del translocón desde el mismo ángulo pero se indican cada una de las hélices de la 
subunidad SecY del translocón de M. janaschii. En amarillo se destacan las hélices relevantes para 
el  posible  cambio  conformacional  del  complejo,  que  tendría  lugar  durante  el  proceso  de 
translocación e inserción.
(Adaptado de van den Berg, et al., 2004).
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bisagra.  Se  ha  propuesto  que  este  dominio  correspondería  al  dominio  entre  las 
hélices  TM5  y  TM6,  mientras  que  SecE  podría  actuar  como un “cinturón”  que 
permitiría mantener la integridad del complejo durante este movimiento lateral.
La  unión  del  ribosoma  a  las  regiones  citosólicas  del  dominio  C  del 
translocón (Raden, D., et al., 2000), desencadenaría el desplazamiento de la hélice 
TM2a del  poro del  canal  hacia la  parte trasera del  complejo (Harris,  C.R.,  et al., 
1999). Además, la unión de la SS de la cadena naciente provocaría el aumento de las 
dimensiones del canal, que según los datos estructurales obtenidos del translocón, 
se  estiman  en  ~15  × 20Å.  La  entrada  de  la  cadena  polipeptídica  al  canal  del 
translocón  impediría  que  la  hélice  TM2a  regresase  a  su  posición  inicial, 
manteniendo así el canal  abierto durante el proceso de translocación e inserción. 
Esta  activación  ininterrumpida  del  canal  durante  los  procesos  de  translocación 
vendría  facilitada  por  la  unión  estable  del  ribosoma  con  el  translocón  hasta 
completar la síntesis de la proteína. 
La  fuerza  motriz  que  promueve  todos  estos  procesos,  probablemente 
deriva,  en  las  fases  iniciales  del  proceso  de  translocación,  de  la  energía  de  la 
hidrólisis  de  GTP  que  se  desencadena  en  el  reconocimiento  entre  la  SRP  y  su 
receptor SR (Song, W.,  et al., 2000). La energía necesaria para la continuidad de la 
translocación procedería tanto del propio proceso de traducción como de proteínas 
chaperonas luminales del RE, como BiP (Hamman, B.D., et al., 1998), (Haigh, N.G., 
Johnson, A.E., 2002), que además de favorecer el plegamiento de la cadena naciente 
translocada, proporcionaría direccionalidad al proceso.
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Figura  I.16:  A.  Visión  lateral  (izquierda)  y  superior  (derecha)  de  la  estructura  del 
translocón. En naranja se indica el estrechamiento central del canal y en verde el propuesto 
dominio  taponador del  poro.  En  azul  y amarillo  se  muestras  las  hélices  TM2b y  TM7 
responsables del reconocimiento de la secuencia señal de proteínas de secreción y de los f-
TM  de  proteínas  de  membrana.  B.  Modelo  del  mecanismo  de  reconocimiento  de  las 
secuencias señales en el translocón durante la translocación e inserción co-traduccionales. 
1.  Estado  cerrado del  translocón.  Se  han  utilizado los  mismos  colores  que  en  la  parte 
superior de la figura para señalar las hélices TM2b y TM7 y el dominio taponador del poro. 
2. El complejo RCN queda anclado al translocón a través de la secuencia señal (en marrón). 
3. La SS quedaría unida entre las hélices TM2b/7, mientras que el dominio taponador del 
poro (TM2a) se desplazaría para permitir la translocación de los dominios luminales. 4. La 
SS es procesada y tiene lugar la  translocación de la  cadena polipeptídica de forma co-
traduccional. 5. Una vez se completa la síntesis y translocación de la proteína al lumen del 
RE, el dominio taponador del poro regresaría a su posición inicial bloqueando el canal del 
translocón para iniciar un nuevo proceso de translocación. (Adaptado de van den Berg, et 
al., 2004).
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I.6.3.- El  papel  del  ribosoma en los procesos de translocación e inserción co-
traduccional
El  ribosoma,  además  de  catalizar  la  incorporación  de  aminoácidos  a  la  cadena 
naciente, desempeña un papel imprescindible en el anclaje y sellado del complejo 
RCN  al  canal  del  translocón.  El  ribosoma  está  formado  por  dos  subunidades 
conservadas,  una  subunidad  grande  60S  en  eucariotas  y  50S  en  procariotas 
responsable de la síntesis de las proteínas y una pequeña 40S en eucariotas y 30S en 
procariotas  que  estabiliza  la  subunidad  grande.  La  subunidad  grande  está 
compuesta por RNA ribosomal (rRNA) y una serie de proteínas, ensamblados de tal 
forma que dejan una cavidad interna cilíndrica de 100 Å de longitud desde el sitio 
P,  donde  tiene  lugar  la  formación  del  enlace  peptídico,  hasta  el  exterior  del 
ribosoma. El diámetro de esta cavidad varía desde 10 Å cerca del sitio P hasta 20 Å 
en la parte más externa (Figura I.17). Con estas dimensiones el ribosoma tiene una 
capacidad para albergar en su interior unos 30-35 aminoácidos, los que, al mismo 
tiempo, podrían adoptar  cierto grado de plegamiento (Blobel,  G.,  Sabatini,  D.D., 
1970), (Bernabeu, C., Lake, J.A.), (Yonath, A., et al., 1987). 
De  hecho  recientes  estudios  estructurales  muestan  un  comportamiento 
dinámico  del  ribosoma,  que  adopta  distintas  conformaciones  adaptándose  al 
posible  plegamiento  que el  polipéptido puede  experimentar  en  su  interior.  Este 
dinamismo se manifiesta en una exposición de dominios de proteínas ribosomales 
ubicadas en la salida del túnel del ribosoma, que incrementan la afinidad por la 
SRP,  en  concreto  las  proteínas  L23a  y  L35  en  mamíferos,  y  la  afinidad  por  el 
translocón  (Bacher,  G.,  et  al.,  1999),  (Pool,  M.,  et  al.,  2002).  Una  vez  anclado  el 
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Figura  I.17:  Visión  del  túnel  de  la  subunidad  grande 
ribosomal.
Se indica  el  sitio  P  donde se  une el  tRNA y las  proteínas 
ribosomales que reconocen la cadena naciente polipeptídica 
(en azul). La secuencia señal se muestra en rojo. Adaptado de 
Houben, E.N., et al., 2005.
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complejo RNC al translocón, tras el ciclo de la SRP, el túnel del ribosoma se alinea 
con el canal del translocón. Así, además de una función de anclaje a la membrana, 
desempeña una función de sellado durante la activación y apertura del translocón, 
impidiendo  el  flujo  incontrolado  de  moléculas. Según  los  datos  de  microscopía 
electrónica, el ribosoma se asocia a un tetrámero de translocones (Beckmann, R., et  
al.,  2001),  (Morgan,  D.G.,  et  al.,  2002),  aunque las  interacciones  más  íntimas  las 
establezca con un único translocón, activo en la translocación. Todavía se desconoce 
el  siginificado  biológico  de  este  estado  oligomérico  de  los  translocones.  Se  ha 
sugerido que podría generar posibles sitios de reconocimiento para otras proteínas 
que  actúan  durante  el  proceso  de  translocación,  como la  peptidasa  del  péptido 
señal, la oligosacaril-transferasa, TRAM o TRAP (apartado 7), o inlcuso facilitar la 
unión  del  propio  ribosoma.  Sin  embargo,  estas  posibles  explicaciones  están  por 
demostrar.
I.6.4.- Integración de proteínas de membrana a través del translocón
Durante la biosíntesis de las proteínas de membrana, además de los procesos de 
direccionamiento y translocación de algunos de sus dominios al lumen del RE, es 
imprescindible el reconocimiento de sus f-TM, la integración de los mismos en la 
bicapa lipídica y en algunos casos el empaquetamiento de complejos. Así, aunque 
las  proteínas  de membrana y  de  secreción utilizan  la  misma maquinaria  en sus 
respectivas biosíntesis, la integración de las proteínas de membrana es un proceso 
todavía más complicado que la translocación de una proteína de secreción al lumen 
del RE. Esta complejidad reside en primer lugar, en que los f-TM deben orientarse 
correctamente durante este proceso de inserción, y en segundo lugar en que además 
pueden  presentar  varios  f-TM  que  podrían  dificultar  el  plegamiento, 
empaquetamiento y la correcta orientación de la proteína. Durante la inserción, los 
f-TM deben ser transferidos desde el poro acuoso del canal al ambiente apolar de la 
membrana.  Tal  y  como  se  ha  mencionado  anteriormente,  según  los  datos 
estructurales  del  translocón,  esta transferencia  tendría  lugar  a través de la  parte 
frontal  del  complejo,  por  donde  el  canal  se  abriría  lateralmente  permitiendo  la 
partición  a  la  membrana  (Figura  I.18).  Sin embargo,  mecanísticamente  es  difícil 
comprender cómo se abre el canal. Así, se ha propuesto un posible contínuo “abrir y  
cerrar”  del  translocón  (van  den  Berg,  B.,  et  al.,  2004).  De  manera  que,  en  este 
movimiento  lateral  contínuo,  un  segmento  de  la  cadena  polipeptídica 
suficientemente  hidrofóbico  en  el  poro  del  translocón,  quedaría  expuesto 
momentáneamente a los lípidos de la membrana. La hidrofobicidad del segmento 
permitiría  establecer  interacciones  favorables  con  los  lípidos  y  desencadenar  la 
partición del segmento a la membrana. Debido a la variabilidad en las secuencias de 
aminoácidos  de  los  f-TM,  es  muy poco  probable  que  la  partición  de  éstos  a  la 
membrana sea resultado de un reconocimiento específico. Por tanto, este modelo 
pasivo de la integración de f-TM en la membrana podría explicar la partición de los 
f-TM independientemente de su secuencia de aminoácidos. 
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Durante la síntesis de los dominios citosólicos de la proteína de membrana, 
el ribosoma permanece unido al translocón (Mothes, W., et al., 1997). Así, la cadena 
naciente debe ubicarse en el citosol, ente el ribosoma y el translocón. Los estudios 
de  microscopía  electrónica  sugieren  la  existencia  de  un  espacio  vacío  de 
aproximadamente 12-15Å entre el ribosoma y el  translocón (Morgan D.G.,  et al., 
2002). Esta oquedad permitiría que el dominio emergiese al citosol, lo que por otro 
lado  parece  indicar  que  la  unión  del  ribosoma  con  el  translocón  no  estaría 
completamente sellada. 
La  inserción  de las  proteínas  de  membrana  se  pueden clasificar  en dos 
grandes  grupos:  proteínas  que,  además  del  f-TM  intrínseco,  presentan  una 
secuencia  señal  hidrolizable,  y  proteínas  cuyo  primer  f-TM  funciona  como 
secuencia señal de direccionamiento a membrana. En el primer grupo de proteínas 
la  secuencia  señal  es  hidrolizada  por  la  peptidasa  del  péptido  señal  durante  el 
proceso de  translocación  e  inserción.  La  presencia  de  una secuencia  hidrofóbica 
interna es capaz de detener la translocación de la cadena polipéptidica y mediar el 
anclaje de la proteína a la membrana (Figura I.19) (Spiess, M., Lodish, H.F., 1986). 
Generalmente estas proteínas orientan su extremo N-t hacia el lumen del RE. En el 
caso  de  proteínas  de  membrana  que  carecen  de  secuencia  señal  hidrolizable,  la 
primera secuencia hidrofóbica funciona como secuencia señal y como secuencia de 
anclaje a la membrana (Figura I.20A) (Sakaguchi, M., et al., 1987). En la mayoría de 
proteínas de membrana con varios f-TM, esta hélice determina la orientación del 
resto de f-TM de la proteína (Figura I.20B)  (Wessels,  H.P.,  Spiess,  M.,  1988).  No 
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Figura I.18: Reconstrucción del posible mecanismo de integración de un f-
TM a través del translocón.
El f-TM, representado en rojo, en el poro del canal establecería contacto con 
las  hélices  TM2b,  en azul,  y  TM7,  en amarillo.  Las  flechas  discontínuas 
representan  el  movimiento  lateral  del  translocón  que,  simulando  la 
apertura de una pinza, permitiría la partición del f-TM a la membrana por 
la parte frontal. En verde se muestra la hélice TM2a, que taponaría el poro 
del canal durante el posible contínuo movimiento de “abrir y cerrar” del 
complejo  (ver  texto).  Se  indica  con  una  flecha  azul  el  dominio  bisagra 
localizado  en  la  parte  trasera  del  canal,  que  facilitaría  este  movimiento 
lateral del translocón. (Adaptado de van den Berg, et al., 2004).
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obstante,  existen  casos  en  los  que  f-TM  internos  presentan  una  orientación 
preferencial, independientemente de la orientación de los f-TM anteriores (Zhang, 
J.T., et al., 1998). 
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Figura I.19: Translocación e inserción de una proteína de membrana.
1. El complejo RCN es dirigido a la membrana del RE a través de la SRP (en verde). 2. La interacción SRP-
SR en la membrana del RE desencadena la transferencia de la cadena naciente al translocón (en lila) que 
se activa por la presencia del complejo RCN. 3.  La secuencia señal es hidrolizada por la  Peptidasa de la  
secuencia  señal (SP)  (en  malva),  mientras  se  reanuda  la  síntesis  de  la  proteína.  4.  Los  dominios 
translocados de la cadena naciente que contienen una secuencia diana de glicosilación, son sustrato de la 
OST, que incorpora restos de azúcar a la Asn de la secuencia consenso.  5. Cuando aparece secuencia 
hidrofóbica, ésta permanece en el translocón impidiendo la translocación de los dominios sucesivos. 6. El 
ribosoma continúa la síntesis de la proteína asociado a la membrana. 7. Una vez se completa la biosíntesis 
del polipéptido se desensambla el ribosoma y el translocón queda en un estado inactivo hasta una nueva 
translocación. 
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Figura I.20:  Síntesis e inserción en la membrana de proteínas que presentan una secuencia 
señal interna. 
A. Translocación e inserción de proteínas con un sólo f-TM. 1-3. La secuencia señal interna de 
este tipo de proteínas, que finalmente constituirá la secuencia de anclaje a la membrana, dirige la 
inseción  de la  cadena  naciente  en  la  membrana  del  RE a  través  de  la  SRP.  4.  Mientras  la 
secuencia señal permanece en el translocón, el ribosoma continúa la síntesis de los dominios 
sucesivos. La translocación de estos dominios se ve dificultada por la presencia de la secuencia 
señal  en  el  translocón.  La  proteína  será  modificada  por  la  OST  si  presenta  una  secuencia 
consenso de glicosilación.  5.  La secuencia hidrofóbica particiona lateralmente a la membrana 
permitiendo que la proteína quede anclada a la membrana del RE. B. Translocación e inserción 
de proteínas que presentan varias secuencias hidrofóbicas (politópicas). La primera hélice  de 
la proteína funciona como secuencia señal y de anclaje de la proteína al RE, que se lleva a cabo a 
través de la SRP y SR. La aparición de la segunda hélice hidrofóbica impide la translocación de 
los  dominios  sucesivos  funcionando  como  secuencia  de  detención  de  la  translocación.  Las 
hélices  particionan lateralmente a la  membrana a través del  translocón.  El  proceso  se repite 
según  el  número  de  secuencias  hidrofóbicas  que  contenga.  La  SRP  sólo  participa  en  el 
direccionamiento de la primera de las hélices. (Adaptado de Lodish, H., et al., 2000)
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I.7.- OTROS COMPONENTES DE LA MAQUINARIA DE TRANSLOCACIÓN.
Además del complejo Sec61, la maquinaria de translocación está formada por otras 
proteínas asociadas al translocón (Figura I.21). Entre ellas se encuentran la peptidasa 
que corta el péptido señal de las proteínas de secreción y de algunas proteínas de 
membrana.  Una  vez  la  secuencia  señal  ha  dirigido  la  cadena  naciente  a  la 
membrana del RE, es eliminada durante el proceso de translocación a través del 
translocón. Esta eliminación tiene lugar antes de que la proteína haya adoptado su 
plegamiento final,  ya que su presencia podría alterar la estructura terciaria de la 
proteína.  Este  proceso  es  universal  para  las  proteínas  de  secreción  y  para  las 
proteínas de membrana en las que la secuencia señal no constituye un f-TM propio. 
Este complejo está anclado a la membrana e integrado por cinco subunidades, dos 
de  las  cuales  presentan  actividad proteolítica  mientras  que el  resto desempeñan 
funciones reguladoras (Evans, E.A., et al., 1986), (Shelness, G.S., et al., 1993).
Otra de las proteínas asociadas al translocón es la  OligoSacaril-Transferasa 
(OST) (Nilsson, I., et al., 2003), complejo enzimático responsable de la incorporación 
de  restos  de  azúcar  a  secuencias  diana  en  el  lumen  del  RE.  Estas  secuencias 
consenso de glicosilación están constituidas por tres aminoácidos, Asn-X-Ser/Thr, 
siendo X cualquier aminoácido excepto Pro. La incorporación de restos de azúcar a 
la Asn de la secuencia señal por la OST ocurre al emerger la cadena naciente del 
canal  del  translocón.  Tan  sólo  se  requiere  que  unos  12-15  aminoácidos  hayan 
translocado al lumen del RE (Figura I.22) (Nilsson, I., von Heijne, G., 2000).
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Figura I.21: Componentes de la maquinaria de translocación de mamíferos.
Además  del  complejo  Sec61,  formado  por  las  subunidades  α,  β  y γ,  las  proteínas 
peptidasa del péptido señal (SP), el complejo de la oligosacaril-transferasa (OST) y la 
proteína asociada al translocón (TRAM), participan en el proceso de translocación de 
proteínas  de secreción o en la  integración de proteínas en la  membrana del RE.  En 
mamíferos estos procesos tienen lugar de forma co-traduccional durante la síntesis de 
las proteínas. Adaptado de Johnson, A.E., van Waes, M.A., (1999).
SP Sec61β Sec61α
Sec61γ
TRAM
OST 100 Å
ribosoma 80S
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Uno de los componentes que se han identificado asociado al translocón es 
la proteína TRAM,  proteína de Membrana Asociada al Translocón (Gorlich,  D.,  et al., 
1992). Es una proteína integral de membrana que presenta 8 f-TM y es esencial para 
la translocación de proteínas de secreción (Hedge, R.S., et al., 1998). Se ha propuesto 
que podría funcionar como un intermediario entre la SRP y el translocón (Mothes, 
W., et al., 1994). Sin embargo, participa sólo en el proceso de integración de ciertas 
proteínas de membrana (Thrift, R.N., et al., 1991), (Do, H., et al., 1996). La función de 
TRAM todavía se desconcoce pero se ha sugerido que podría mediar la partición a 
la  bicapa  lipídica  de  f-TM  poco  hidrofóbicos,  que  requieran  de  interacciones 
proteína-proteína previas a su integración en la membrana (Mothes, W., et al., 1997). 
Otro de los componentes que participa en la translocación de proteínas es 
la  proteína  TRAP,  Proteína Asociada  al  Translocón.  Sin embargo,  todavía  no se ha 
identificado claramente su papel en este proceso, aunque parece ser que actúa en 
los  estadíos  posteriores  al  direccionamiento  de  las  proteínas  hasta  el  translocón 
facilitando la iniciación del transporte de RCNs al lumen (Fons, R.D.,  et al., 2003). 
Así pues, más que un canal aislado el translocón está integrado por una serie de 
complejos proteicos necesarios para una translocación eficaz y regulada. 
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Figura I.22: Transferencia de oligosacáridos a proteínas durante el proceso 
de translocación.
A partir del fosfolípido dolicol fosfato se inicia la síntesis del oligosacárido 
en el citoplasma. A través de una serie de pasos se completa esta síntesis en 
el lumen del RE. La OST transfiere los oligosacáridos a las proteínas durante 
su  proceso  de  translocación  al  interior  del  RE.  La  modificación  es 
incorporada  a  la  asparragina  de  la  secuencia  consenso.  Adaptado  de 
www.ergito.com (biochemistry). 
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I.8.- TRANSLOCACIÓN  E  INSERCIÓN  POST-TRADUCCIONAL  DE 
PROTEÍNAS EN LA MEMBRANA 
Existen otros mecanismos que permiten que las proteínas atraviesen la membrana 
una vez se ha completado su síntesis en el citoplasma. En estos casos chaperonas 
específicas  mantienen  las  proteínas  desplegadas,  evitando  su  agregación  y 
facilitando su proceso de translocación a través del translocón. Es un proceso que 
ocurre principalmente en organismos procariotas y eucariotas unicelulares como la 
levadura.  Esta forma de translocación es independiente de SRP y del ribosoma y 
difiere de la translocación e inserción co-traduccional tanto en la maquinaria como 
en el mecanismo.
I.8.1.- Translocación post-traduccional en bacterias
En  procariotas  el  reconocimiento  está  mediado  por  las  proteínas  SecA  y  SecB 
(revisado  en  Muller,  M.,  et  al.,  2001).  Este  mecanismo  de  transporte  media  la 
translocación de proteínas que presentan estructuras en hoja β extendida. Sec B es 
un proteína exclusivamente soluble, mientras que SecA presenta isoformas solubles 
e  isoformas  asociadas  periféricamente  a  la  membrana  plasmática  de  la  bacteria. 
SecB es un homotetrámero que, además de reconocer la secuencia señal, funciona 
como chaperona  mantienendo  la  cadena  polipeptídica  en  un  estado  desplegado 
necesario  para  su  translocación  a  través  del  complejo  SecYEG.  SecA  es  un 
homodímero que también reconoce la SS y además es una ATPasa que suministrará 
el aporte energético necesario para la translocación de la proteína. Ambas proteínas 
reconocen y dirigen los sustratos a la membrana plasmática de la bacteria para su 
translocación, una vez se han liberado del ribosoma. El anclaje a la membrana está 
mediado por SecA que presenta un dominio de interacción con la subunidad SecY 
del translocón. 
I.8.2.- Translocación post-traduccional en Saccharomyces cerevisae
En  el  caso  de  eucariotas  se  han  descrito  procesos  de  inserción  post-
traduccional  en  levadura.  Las  SSs  de  las  proteínas  que  se  translocan  post-
traduccionalmente  presentan  menor  hidrofobicidad  que  las  responsables  de  la 
inserción co-traduccional en este organismo. El mecanismo de translocación a través 
de la membrana del RE está mediado por un receptor cuya composición no se ha 
definido todavía. Se ha propuesto que esté formado por un heptámero constituido 
por  el  trímero  Sec61p  y  el  tetrámero  Sec62p/63p (Wittke,  S.,  et  al.,  2000).  En  el 
modelo propuesto por los autores la proteína Sec62p, que contiene dos fragmentos 
transmembrana y presenta sus extremos orientados hacia el citoplasma, uniría la SS 
a  través  de  su  extremo  C-terminal.  Este  reconocimiento  provocaría  un  cambio 
conformaciónal  en  Sec62  de  manera  que  su  extremo  N-t  rico  en  aminoácidos 
cargados postitivamente interaccionaría con el extremo C-t de Sec63p que presenta 
más  abundancia  de  resíduos  ácidos.  Esta  alineación  de  dominios  favorecería  la 
translocación de la proteína a través del complejo Sec61p con el cual interaccionan 
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ambas  proteínas.  La  direccionalidad  del  transporte  sería  dependiente  de  ATP y 
vendría dada por la acción de un dominio luminal tipo DnaJ presente en Sec63p y 
por la acción de la chaperona Kar2p, con la cual interacciona Sec63p (Figura I.23).
I.8.3.- Proteínas ancladas a la membrana por su extremo C-t
Aunque la translocación post-traduccional es propia de bacterias y levaduras,  en 
mamíferos  se han descrito procesos de inserción post-traduccional  en el  caso de 
proteínas de membrana ancladas por un único f-TM localizado en su extremo C-t. 
Cuando este dominio sale del túnel del ribosoma prácticamente se ha completado la 
síntesis  de  la  proteína,  sin  embargo  esta  señal  debe  ser  reconocida  por  la 
maquinaria  celular  para  ser  insertada  en  la  membrana  correspondiente.  La 
maquinaria celular responsable de la inserción post-traduccional todavía no se ha 
explorado  en  detalle  (revisado  en  Borgese,  N.,  et  al.,  2003).  Algunas  proteínas 
requieren  una  maquinaria  cuyos  componentes  se  desconocen  pero  son 
dependientes de ATP para mediar la inserción, mientras que en otras proteínas los 
procesos son dependientes de SRP (Steel, G.J., et al., 2002), (Abell, B.M., et al., 2004). 
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Figura I.23: Modelo de los componentes del translocón responsable de 
la translocación post-traduccional de proteínas en levaduras. 
La interacción  entre  el  N-t  de Sec62p y el  C-t  de Sec63  alinearía  los 
dominios SS y DnaJ de ambas proteínas, localizados en lados opuestos 
de  la  membrana.  El  dominio  SS  de  Sec62p  sería  el  responsable  del 
reconocimiento  de  la  secuencia  señal.  El  dominio  DnaJ  y  la  proteína 
luminal Kas2p aportarían la energía necesaria para la translocación de la 
proteína a través del translocón 
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I.9.- OTRAS RUTAS DE TRANSLOCACIÓN E INSERCIÓN DE PROTEÍNAS
A parte del complejo Sec61 responsable de la translocación de una gran parte de 
proteínas  celulares,  existen  otras  maquinarias  implicadas  en  la  translocación  de 
proteínas.  En  eucariotas  estos  sistemas de  transporte  median  la  translocación  al 
interior  de  los  orgánulos  celulares,  mitocondrias,  cloroplastos,  peroxisomas  y 
núcleo. Mientras que en procariotas existen vias alternativas para la inserción de 
proteínas  en  la  membrana  plasmática  bacteriana  o  para  diversos  sistemas  de 
secreción de proteínas al periplasma o exterior celular.
I.9.1.- Translocación en mitocondrias
La  inmensa  mayoría  de  las  proteínas  mitocondriales  son  importadas  desde  el 
citoplasma post-traduccionalmente, ya que el propio genoma mitocondrial codifica 
para un grupo reducido de proteínas. La mitocondria es un orgánulo envuelto por 
dos  membranas,  una  externa  y  otra  interna,  de  manera  que  las  proteínas  cuyo 
destino final es la matriz de la mitocondria deben atravesar estas dos membranas. 
Estas proteínas  que se dirigen a la  matriz  mitocondrial  presentan una secuencia 
señal anfipática α−helicoidal reconocida por receptores localizados en la membrana 
externa mitocondrial. El transporte de este tipo de proteínas esta mediado por dos 
complejos  proteicos  asociados  físicamente  en  zonas  concretas  donde  ambas 
membranas mitocondriales entran en contacto. Estos complejos se encuentran en 
cada  una  de  estas  membranas,  TOM,  en  la  membrana  externa  y  TIM,  en  la 
membrana interna.  El aporte energético necesario para el transporte de proteínas 
proviene del potencial de membrana característico de la membrana interna y de la 
chaperona  mtHsp70  que  hidroliza  ATP.  Además  de  proteínas  de  la  matriz 
mitocondrial,  los complejos TOM y TIM median la inserción de proteínas en las 
membranas  externas  e  internas  mitocondriales  respectivamente  (Figura  I.24). 
Aunque todavía se desconoce con detalle cómo tienen lugar estos procesos.
No obstante, existe otra translocasa en la membrana interna mitocondrial 
que  media  la  integración  de  proteínas  de  la  membrana  interna  que  han  sido 
translocadas a la matriz mitocondrial y de proteínas de membrana codificadas por 
el propio genoma mitocondrial. Esta translocasa recibe el nombre de  Oxa1p y se 
identificó en un rastreo en levadura para la descripción de proteínas implicadas en 
el crecimiento estricto dependiente de oxígeno. Se vió que estaba implicada en el 
ensamblaje de la citocromo oxidasa  c y de ahí su nombre, Oxa1p (Hell, K.,  et al., 
1997a), (Hell, K., et al., 1997b). Posteriormente se describió su papel en la inserción y 
ensamblaje de proteínas de la membrana interna codificadas por el genoma nuclear 
y  mitocondrial  (Hell,  K.,  et  al.,  2001).  Oxa1p  es  una  proteína  codificada  por  el 
genoma  nuclear,  contiene  5  f-TM  y  orienta  su  extremo  N-t  hacia  el  espacio 
intermembranas. Se ha visto que interacciona con cadenas nacientes de proteínas de 
membrana  codificadas  por  el  genoma  mitocondrial,  y  con  proteínas  completas 
codificadas  por  el  genoma  nuclear  (Szyrach,  G.,  et  al.,  2003).  El  gradiente 
electroquímico es la fuerza motriz para este proceso. Estos datos son consistentes 
con  un  papel  de  Oxa1p  en  la  inserción  co-traduccional  y  post-traduccional  de 
proteínas de la membrana interna mitocondrial.
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I.9.2.- Translocación en cloroplastos
En el caso de los cloroplastos se ha descrito la presencia de dos complejos proteicos 
responsables del transporte de proteínas desde el citosol al interior del orgánulo, 
similar  a  los  descritos  en  mitocondrias.  El  complejo  TOC localizado  en  la 
membrana externa del orgánulo y el complejo  TIC en la membrana interna.  Este 
orgánulo presenta una membrana adicional en su interior, la membrana tilacoidal. 
Para  la  inserción  de  proteínas  en  esta  membrana  se  han  descrito  una  serie  de 
posibles sistemas de integración (Figura  I.25).  La primera  de ellas  consiste en la 
inserción  espontánea  mediada  por  el  potencial  electroquímico  (Mant,  A.,  et  al., 
2001). La segunda ocurrirá a través de un complejo homólogo al translocón SecY de 
bacterias (cpSec) implicado en la inserción co-traduccional de proteínas codificadas 
por  el  genoma  cloroplástico  y  post-traduccional  de  proteínas  codificadas  por  el 
genoma nuclear. La tercera a través de la translocasa Alb3, homóloga a la proteína 
Oxa1p (Woolhead, C.A.,  et al.,  2001).  Esta proteína se identificó en un rastreo de 
mutantes en la pigmentación de plantas de Arabidopsis. Los cloroplastos deficientes 
en esta proteína presentaban anomalías en la morfología del orgánulo y una escasez 
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Figura I.24: Rutas de translocación en mitocondrias.
El transporte  de proteínas  desde el  citoplasma a  las  mitocondrias  tiene lugar post-
traduccionalmente y está mediado por chaperonas citosólicas. Las proteínas presentan 
una secuencia señal reconocida por subunidades del complejo TOM, en la membrana 
externa. El complejo TIM media la translocación de las proteínas que se dirigen a la 
matriz mitocondrial, proceso asistido por las chaperonas mitocondriales (mtHsp70) y el 
potencial  de  membrana.  Oxa1p  media  la  integración  de  proteínas  de  membrana 
importadas  desde  el  citoplasma  y  las  que  son  codificadas  por  el  propio  genoma 
mitocondrial. La posibilidad de que los complejos TOM y TIM medien la integración de 
proteínas de membrana sigue siendo una incógnita.  Adaptado de Wickner, W.  et al., 
2005.
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de membranas tilacoidales (Sundberg, E., et al., 1997). Recientemente se ha visto que 
está implicada en la biogénesis de una proteína de la membrana tilacoidal (Moore, 
M., 2000). Los detalles moleculares de esta ruta alternativa están por caracterizar. Y 
por último la translocasa TAT que dirige la translocación de proteínas plegadas al 
interior de los tilacoides (revisado en Robinson, C., Bolhuis, A., 2004).
I.9.3.- Translocación en bacterias
En  bacterias  Gram–,  también  envueltas  por  dos  membranas,  existe  una  gran 
diversidad  de  sistemas  para  la  translocación  de  proteínas  (Figura  I.26).  Las 
proteínas  de  la  membrana  plasmática  que  se  integran  de  forma co-traduccional 
utilizan  el  complejo  SecYEG y la  SRP.  Mientras  que,  como ya se ha  comentado 
anteriormente, las proteínas que se insertan de forma post-traduccional requieren la 
acción  de  las  chaperonas  citosólicas  SecA y  SecB para  su  direccionamiento  a  la 
membrana  plasmática,  donde  a  través  del  complejo  SecYEG  particionarán  a  la 
membrana. 
Recientemente se ha identificado la proteína  YidC, habiéndose propuesto 
mediante  herramientas  bioinformáticas  que  es  homóloga  a  Oxa1p  y  Alb3. 
Experimentalmente se ha descrito como un componente celular esencial implicado 
en la inserción y ensamblaje de la mayoría de proteínas de la membrana interna 
bacteriana (Scotti, P.A., et al., 2000). Esta proteína funciona al menos en dos rutas de 
inserción,  por  una  parte  se  asocia  al  translocón SecYEG y  por  otra  parte  se  ha 
propuesto que se ensambla formando homo- o hetero-oligómeros independientes 
del translocón (de Gier, J.W., Luirink, J., 2003). 
68
Figura I.25: Rutas de translocación en cloroplastos.
El transporte  de proteínas  desde el  citoplasma a  los  cloroplastos  tiene lugar post-
traduccionalmente  y está  mediado por  el  complejo  TOC/TIC.  La translocación  de 
proteínas al espacio tilacoidal está mediada por cpSec análogo al complejo Sec61, y 
por el complejo TAT para polipéptidos completamente estructurados. La integración 
de  proteínas  en  la  membrana  tilacoidal  del  cloroplasto  puede  tener  lugar 
espontáneamente, mediada por el potencial electroquímico, o a través de la proteína 
Alb3. Adaptado de Wickner, W. et al., 2005.
TOC/TIC, GTP, ATP
estroma
membrana externa 
e interna
tilacoide
TAT
∆pH
cpSec
ATP
espontánea
Alb3
preproteína 
cloroplástica
Introducción
Las  proteínas  cuya  inserción  dependende  de  SecYEG interaccionan  con 
YidC durante el proceso de inserción (van der Laan, et al., 2001), (Urbanus, M.L., et  
al., 2001), (Beck, K., et al., 2001). Este contacto con YidC es transitorio y específico de 
f-TM, sugiriendo que YidC pueda participar en la partición de los f-TM desde el 
canal del translocón a la bicapa lipídica. En cambio ciertas proteínas pequeñas de la 
cubierta de fagos sólo requieren YidC para su inserción en la membrana, apuntando 
a la existencia de una ruta alternativa en la que YidC ejercería como translocasa 
(Samuelson, J.C., et al., 2001), (Chen, M., et al., 2002), (Serek, J., et al., 2004). 
Existen  otros  sistemas  implicados  en  la  secreción  de  proteínas  al 
periplasma o al exterior celular. El complejo TAT es el responsable de la secreción 
de proteínas completamente plegadas al periplasma. Esta ruta media el transporte 
de  proteínas  plegadas  a  través  de  la  membrana  bacteriana  y  de  la  membrana 
tilacoidal de cloroplastos (apartado anterior), (revisado en Robinson C., 2000). Este 
sistema de transporte no es tan ubícuo ni esencial para la viabilidad celular como lo 
es el complejo Sec61p, pero es importante para un amplio abanico de procesos como 
son  la  división  celular,  patogénesis  bacteriana,  respiración  anaeróbica,  y 
degradación  y  captación  de  compuestos  orgánicos  e  inorgánicos  del  exterior 
(Ochsner, U.A., et al., 2002). 
Una  de  las  características  de  las  proteínas  que  siguen  esta  ruta,  es  la 
presencia de dos argininas muy conservadas en sus secuencias señales que dirigen 
la proteína a la membrana donde interaccionará a través de las dos Arg con dos de 
los componentes de la maquinaria Tat, TatB (1 f-TM) (Sargent, F., et al., 1999) y TatC 
(6  f-TM)  (Jongbloed,  J.D.,  et  al.,  2000).  Este  reconocimiento  desencadenará  la 
translocación a través del poro formado por oligómeros de Tat A (1 f-TM), otro de 
los componentes de la maquinaria Tat (Mangels, D., et al., 2005). Gran parte de los 
sustratos de la ruta Tat son holoproteínas que se estructuran en el citoplasma donde 
las  chaperonas  asegurarían  un  plegamiento  adecuado  y  en  consecuencia  un 
complejo funcional.
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I.10.- TOPOLOGÍA DE PROTEÍNAS DE MEMBRANA.
Una vez insertada en la membrana, la topología de una proteína de membrana es 
una característica estructural fundamental para llevar a cabo su función biológica 
correctamente.  Generalmente,  las  proteínas  adoptan  una  orientación  única  y  en 
proteínas que presentan varios fragmentos TM, su orientación está principalmente 
determinada por la inserción del primer segmento de membrana (Blobel, G., 1980). 
Las proteínas de membrana con un único f-TM se clasifican en proteínas 
tipo I, si su extremo Nt se encuentra orientado hacia la cara lumenal del RE o hacia 
el exterior celular. Generalmente, este tipo de proteínas presenta un péptido señal 
en  su extremo Nt,  escindido  co-traduccionalmente  por  la  peptidasa  del  péptido 
señal cuando se asocia al translocón. De manera que el extremo Nt de la proteína 
queda orientado hacia el lumen del RE (Figura I.27).  Las proteínas tipo II, carecen 
de este SP escindible, y se ha propuesto que el primer fragmento TM constitutivo de 
la proteína funcione como péptido señal,  de manera que la proteína presenta un 
extremo Nt orientado hacia el citoplasma. Y por último las proteínas  tipo III, que 
también carecen  de un  SP  pero su extremo Nt es  translocado  al  lumen del  RE 
(Harley, C.A., Tipper, D.J., 1996). 
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Figura I.26: Esquema de las distintas rutas de inserción y translocación de proteínas en 
bacterias.
La  inserción  co-traduccional  de  proteínas  en  la  membrana  interna  bacteriana  está 
mediada por la ruta SRP/FtsY/SecYEG/YidC. Para YidC se ha descrito un papel como 
translocasa  independiente  de  SecYEG,  aunque  el  direccionamiento  y  el  mecanismo 
todavía  no  se  conocen.  La  inserción  post-traduccional  está  mediada  por 
SecB/SecA/SecYEG. La secreción de proteínas tienen lugar a través de distintos sistemas 
de translocación en función del destino de la proteína.  Adaptado de Wickner, W.  et al., 
2005.
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Los estudios estadísticos y los datos experimentales realizados durante los 
últimos  años  con  diversas  proteínas  de  membrana  α-helicoidales  de  topología 
conocida, ponen de manifiesto que los resíduos cargados positivamente, localizados 
en  las  regiones  flanqueantes  de  los  segmentos  hidrofóbicos  TM,  gobiernan 
predominantemente su orientación en las bicapas lipídicas (von Heijne, G., 1996). 
Sin embargo,  otras propiedades como la longitud del fragmento hidrofóbico o el 
plegamiento  de  los  dominios  extramembranosos,  también  contribuyen  al 
establecimiento de esta topología. 
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Figura I.27:  Clasificación de las proteínas de membrana con un único f-TM según su topología 
final y las características que dirigen esta orientación. Se clasifican en función del dominio que se 
transloca  al   exterior.  Se  muestran  las  características  topológicas  que  marcan  las  pautas  de 
orientación de la proteína. Se indica la maquinaria responsable de la inserción de los distintos tipos 
de proteínas de membrana. Se representan las orientaciones de los distintos tipos de proteínas. Se 
indican algunos ejemplos representativos de cada uno de los tipos de proteínas de membrana.Las 
secuencias  topogénicas  actúan  durante  la  biosíntesis  de  la  proteína  para  asegurar  el  correcto 
plegamiento de la cadena naciente en la membrana del RE. Esta orientación se mantendrá durante el 
proceso de maduración hasta que la proteína alcance su destino final donde llevará a cabo su función 
biológica.
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I.10.1.- Los resíduos cargados como determinantes topológicos
En  la  literatura  científica  existen  cada  vez  más  evidencias  de  que  la 
presencia de resíduos cargados en las regiones flanqueantes a los fragmentos TM es 
uno de los principales  determinantes  topológicos.  Esta hipótesis,  conocida como 
"positive inside rule" (von Heijne, G., 1992), propone que dichos resíduos positivos, 
lisina  y  arginina,  se  localizan  preferentemente  en  los  dominios  citosólicos  de  la 
proteína TM. Dicha hipótesis se estableció, en un primer momento, para proteínas 
bacterianas  (Andersson,  H.,  et  al.,  1994),  pero posteriormente se observó que las 
proteínas  de  la  membrana  plasmática  de  eucariotas  (Gafvelin,  G.,  et  al.,  1997), 
proteínas  de  la  membrana  tilacoidal  (Gavel,  Y.,  et  al.,  1991)  y  proteínas  de  la 
membrana interna mitocondrial (Gavel, Y., von Heijne, G., 1992), también obedecen 
a estos determinantes topológicos. 
No  obstante,  como  hemos  visto,  existen  algunas  diferencias  en  el 
mecanismo de translocación  entre  procariotas  y  eucariotas.  En procariotas  se  ha 
descrito una elevada tendencia a una localización citoplasmática de dominios que 
presentan  resíduos  positivos  y  a  la  translocación  de  dominios  con  resíduos 
cargados  negativamente  al  periplasma  (Rutz,  C.,  et  al.,  1999).  En  cambio,  en 
eucariotas se ha visto que más que la presencia de este tipo de resíduos, sería el 
balance  neto  de  cargas  entre  los  dominios  a  ambos  lados  de  la  membrana  el 
responsable de la orientación del f-TM (Hartmann, E., et al., 1989).
Ante estas observaciones,  en el caso de procariotas algunos autores han 
propuesto  que la  existencia  de  un  potencial  de  membrana  negativo  intracelular 
podría  explicar  esta tendencia  a disponer los resíduos positivos en los dominios 
citosólicos (Andersson, H., von Heijne, G., 1994). Además, también se ha descrito 
una posible influencia de los fosfolípidos cargados negativamente, más abundantes 
en  la  monocapa  interna/citoplasmática,  en  la  inserción  y  topología  de  algunas 
proteínas  de  membrana  (van-Klompenburg,  W.,  et  al.,  1997),  (Zhang,  W.,  et  al., 
2005). En cambio, en eucariotas, se ha sugerido una correlación entre la orientación 
del fragmento TM y la diferencia de cargas entre ambos extremos del segmento TM, 
más que la propia presencia de resíduos cargados positivamente (Gafvelin, G., et al., 
1997).  Este modelo considera igualmente importantes los resíduos positivos y los 
negativos. Aunque, recientemente con la estructura del translocón (van den Berg, 
B., et al., 2004), se han identificado resíduos cargados en la superficie de las paredes 
del  poro  del  translocón  que  interaccionan  con  resíduos  cargados  de  la  cadena 
naciente (Goder, V.,  et al., 2005), de manera que estas interacciones electrostáticas 
podrían explicar el efecto de los resíduos cargados como determinantes topológicos 
de una proteína de membrana (Figura I.28). 
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I.10.2.- Efecto de la hidrofobicidad del fragmento transmembrana
El  primer  requisito  para  que  una  secuencia  sea  reconocida  por  el  translocón  y 
particione  a  la  membrana  es  la  hidrofobicidad  de  la  propia  secuencia.  En  este 
sentido, esta propiedad desempeña un papel esencial en las interacciones que el f-
TM  establece  con  el  translocón  y  por  tanto,  potencialmente  también  en  la 
orientación  del  mismo  en  la  membrana.  Existen  evidencias  experimentales  que 
demuestran  que  f-TM  altamente  hidrofóbicos  orientan  su  extremo  N-t  hacia  el 
lumen (tipo I), mientras que el extremo N-t de f-TM de hidrofobicidad moderada 
queda  orientado  hacia  el  citoplasma  (tipo  II)  (Goder,  V.,  Spiess,  M.,  2001).  El 
mecanismo que explica este efecto todavía se desconoce pero el modelo funcional, 
anteriormente mencionado, derivado de los datos estructurales del translocón, (van 
den Berg,  B.,  et  al.,  2004)podría  explicar  este posible  efecto de  la  hidrofobicidad 
como determinante topológico. En este modelo, el continúo movimiento de “abrir y  
cerrar”  del  translocón  permitiría  la  partición  de  secuencias  lo  suficientemente 
hidrofóbicas  estableciendo  interacciones  estables  con  los  lípidos  de  la  bicapa, 
accesibles por la abertura lateral del translocón. Estas interacciones proteína-lípido 
podrían establecerse antes y ser más favorables cuando las secuencias presentan un 
mayor carácter hidrofóbico, favoreciendo la orientación N-t luminal, mientras que 
los  f-TM  con  menor  hidrofobicidad  podrían  sufrir  procesos  de  inversión  de  la 
topología, determinando la orientación N-t citoplasmática observada (Figura I.29). 
Hay  que  puntualizar  que  en  este  modelo  se  asume  una  orientación  inicial  N-t 
luminal para el f-TM durante su proceso de inserción a través del translocón. La 
orientación del primer f-TM en el translocón en los estadíos iniciales actualmente es 
motivo de controversia. 
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Figura I.28: Modelo del posible mecanismo que determina la orientación de las 
proteínas de membrana mediante interacciones electrostáticas.
Las proteínas de membrana que presentan resíduos cargados flanqueando el f-TM 
interaccionan con los aminoácidos cargados presentes en las paredes del canal del 
translocón.  Estas interacciones electrostáticas  facilitarían la partición del f-TM en 
una orientación concreta, en la que los resíduos cargados positivamente tendrían 
una disposición preferentemente citoplasmática. 
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I.10.3.- Plegamiento del extremo Nt de proteínas de membrana
Finalmente, otro de los parámetros que puede definir la orientación de un f-TM es 
el estado de plegamiento del extremo Nt. Este factor es determinante en proteínas 
de tipo II, ya que la presencia de extremo Nt plegado impide su translocación al 
lumen favoreciendo una orientación Nt citoplasmática (Figura I.29). En cambio en 
proteínas tipo III en las que este dominio Nt debe translocarse al interior del RE es 
necesario que se encuentre desplegado para facilitar dicho proceso (Denzer, A.J., et  
al., 1995)
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Figura I.29: Modelo de la orientación de proteínas de membrana en función de los determinantes 
topológicos.
La  orientación  de  proteínas  de  membrana  tipo  III  estaría  facilitada  por  secuencias  señales 
altamente  hidrofóbicas,  mientras  que  la  topología  de  proteínas  de  membrana  tipo  II  estaría 
favorecida por un balance neto positivo en la diferencia de cargas entre ambos extremos del f-TM o 
bien por un extremo N-terminal con cierto grado de plegamiento.
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    OBJETIVOS

La asociación a la membrana del RE es una característica que comparten una gran 
cantidad de MPs virales.  El  significado biológico  de  esta  asociación al  RE en el 
mecanismo de transporte podría estar relacionada con la conexión estructural entre 
este orgánulo y los plasmodesmos, a través de los cuales tiene lugar el transporte de 
los  complejos  vRNA-MP.  Sin  embargo,  se  desconoce  cómo  se  dirigen 
específicamente  estas  proteínas  virales  al  RE y  los  mecanismos moleculares  que 
podrían regular la asociación de estas proteínas virales a las membranas de la célula 
huésped. Así pues, con la finalidad de profundizar en algunos de estos aspectos, en 
la presente tesis se han abordado los siguientes objetivos concretos:
1. Demostración bioquímica de la asociación y topología de la MP p9 del CarMV a 
las membranas del RE mediante técnicas de transcripción y traducción in vitro 
de la proteína.
2. Caracterización del mecanismo molecular de asociación de p9 a las membranas 
del RE. Identificación de las proteínas responsables del direccionamiento y de la 
inserción de la proteína en las membranas biológicas.
3. Estudio de la contribución de los determinantes topológicos que gobiernan la 
correcta orientación de p9 en la membrana del RE.
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    RESULTADOS

      R.1. Asociación y topología de p9 en la membrana del RE

Asociación y toplogía
R.1.1.- LA  PROTEÍNA  p9  DEL  CarMV  ES  UNA  PROTEÍNA  INTEGRAL  DE 
MEMBRANA.
R.1.1.1.- Antecedentes 
Los  estudios  de  localización  subcelular  de  varias  MPs  mostraban  que  estas 
proteínas se encuentran asociadas al RE (Deom, C.M., et al., 1990), (Gal-On, A., et al., 
1996),  (Ritzenthaler,  C.,  et  al.,  1995),  (Lawrence,  D.M.,  A.O.  Jackson,  2001), 
(Kormelink,  R.,  et  al.,  1994)  y  colocalizan  con  proteínas  marcadoras  de  este 
orgánulo. El direccionamiento de una proteína a un compartimento celular concreto 
viene determinado en la mayoría de los casos por la presencia de una secuencia 
señal responsable de dicha localización. Sin embargo, en el caso de las MPs no se ha 
descrito la presencia de la secuencias KDEL, típica de retención en el RE (Deom, 
C.M., et al., 1991), (Atkins, D., et al., 1991), (Heinlein, M., et al., 1998). De forma que, 
las  MPs  pueden,  en  principio,  asociarse  a  las  membranas  del  RE  mediante 
cualquiera de las estrategias utilizadas por las proteínas de membrana en general; 
así,  la  asociación  de  proteínas  a  las  membranas  puede  estar  mediada  bien  por 
segmentos hidrofóbicos que se integran en la membrana del orgánulo, por regiones 
anfipáticas que se asocian a la membrana de forma periférica,  o bien a través de 
grupos  hidrocarbonados  (glicosilfosfatidilinositol,  farnesil,  miristoil,  palmitoil) 
producto  de  modificaciones  post-traduccionales  de  las  proteínas,  que  quedan 
embebidos  en  los  lípidos  permitiendo el  anclaje  de  la  proteína  a  una  de  las 
monocapas de la membrana.
En  el  caso  de  la  MP p9  del  CarMV,  la  proteína  presenta  dos  regiones 
hidrofóbicas y por tanto susceptibles de interaccionar con membranas biológicas, tal 
y  como  predicen  los  programas  de  predicción  de  f-TM  (TMHMM,  HMMTOP, 
TMPred  (www.expasy.org).  Estudios  previos  a  este  trabajo  utilizando  péptidos 
sínteticos demostraron la capacidad de ambas regiones hidrofóbicas de adoptar una 
estructura helicoidal,  estructura mayoritaria de las hélices transmembrana (Vilar, 
M.,  et al., 2002). Además, mediante experimentos de transcripción y traducción  in  
vitro se  vió  que  estas  regiones  eran,  en  el  contexto  de  una  proteína  quimérica, 
capaces de insertarse de manera estable en la membrana del RE. En estas fusiones 
se utilizó la  peptidasa del péptido señal (Lep) de  E. coli como proteína de membrana 
modelo  ampliamente  utilizada  en  diversos  laboratorios  y  cuya  inserción  se 
encuentra  bien  caracterizada.  Esta  proteína  contiene  dos  fragmentos 
transmembrana,  H1  y  H2,  conectados  por  un  dominio  P1  citoplasmático  y  un 
dominio  C-terminal  P2  orientado  hacia  el  periplasma  (Figura  R.1.1).  En  estos 
estudios se sustituyó H2 por cada uno de los fragmentos helicoidales de p9, TM1 y 
TM2, con el objetivo de estudiar  la  tendencia de inserción de ambos fragmentos 
hidrofóbicos de p9 en membranas biológicas. Se monitorizó la inserción de ambos 
fragmentos mediante la traducción en presencia de membranas microsomales de 
páncreas de perro,  siguiendo la incorporación de restos de azúcar a la secuencia 
diana  de glicosilación  presente  en el  dominio P2,  que debe quedar  orientado al 
lumen del RE para ser sustrato de la  oligosacaril-transferasa (OST). De manera que 
esta modificación de las proteínas quiméricas sólo es posible si TM1 y TM2 son 
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propiamente  f-TM  en  sus  respectivas  contrucciones.  En  estas  construcciones 
derivadas de la secuencia de Lep al igual que en la proteína Lep silvestre, la señal 
de direccionamiento a las membranas se encontraba implícita en H1. Los resultados 
obtenidos demostraron que, en el contexto de Lep, las secuencias correpondientes a 
las regiones hidrofóbicas de p9 son transmembranales. 
R.1.1.2.- p9 es una proteína integral de membrana
Tras  haber  determinado  la  inserción  de  TM1  y  TM2  en  membranas 
biológicas  en el  contexto  de  una proteína  modelo,  se planteó iniciar  el  presente 
trabajo  investigando  en  primer  lugar  si  la  proteína  p9  presentaba  información 
suficiente para dirigirse a las membranas del RE por sí misma, es decir en ausencia 
de señal de direccionamiento externa. Para ello se llevaron a cabo experimentos de 
transcripción/traducción  in  vitro de  p9  en  presencia  de  metionina  marcada 
radiactivamente (35S-Met) y de microsomas derivados de RE de páncreas de perro. 
A continuación se realizó un tratamiento alcalino con 0.1 M Na2CO3 pH 11.5, con el 
que se desestabiliza la integridad de las membranas permitiendo la extracción de 
las  proteínas  solubles  y  aquellas  que  han  sido  translocadas  al  interior  de  los 
microsomas,  pero  no  así  las  proteínas  integrales  de  membrana  que  quedan 
protegidas por la bicapa lipídica. Tras este tratamiento los restos de las membranas 
fueron  sedimentados  mediante  ultracentrifugación  y  se  analizó  la  presencia  de 
proteína en la fracción membranosa. Tal y como se muestra en la  Figura R.1.2 se 
puede observar que p9 queda asociada a la fracción membranosa después de una 
extracción  alcalina,  mientras  que  en  ausencia  de  membranas  la  proteína 
prácticamente  no  sedimenta,  descartando  posibles  procesos  de  agregación 
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Figura R.1.1: Organización estructural de Lep. 
La  proteína  Lep  presenta  dos  f-TM,  H1  y  H2,  un  lazo 
citoplasmático  P1  y  un  dominio  extracelular  P2  en  el  cual  se 
diseñó una diana de glicosilación (símbolo). Se indica el diseño de 
las sustituciones de H2 por cada uno de los segmentos TM de p9 
realizados para sus respectivos estudios de inserción. 
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inespecífica  y  demostrando  así  que  la  proteína  recuperada  en  la  fracción  de 
membrana  corresponde  a  moléculas  de  proteína  integradas  en  las  membranas 
microsomales.  Así  pues,  p9  contiene  información  suficiente  para  dirigirse  a  las 
membanas  de  RE  e  insetarse  de  manera  estable  a  través  de  sus  regiones 
hidrofóbicas. 
R.1.2.- TOPOLOGÍA DE p9 EN LAS MEMBRANAS DEL RE
La correcta orientación de los f-TM de una proteína de membrana es crucial para 
llevar a cabo su función biológica de forma adecuada. Con objeto de predecir la 
topología  de  p9  se  utilizaron  cuatro  algoritmos  disponibles  en  internet 
(www.expasy.org)  con  los  que  se  predicen  potenciales  f-TM  α-helicoidales  y  la 
orientación  final  de  las  proteínas.  Paradógicamente,  no  existe  consenso  en  la 
predicción de la topología de p9 en estos algoritmos. Así, los programas PDH 2.1 y 
TMHMM  2.0  predicen  una  topología  N-/C-t  citoplasmática,  mientras  que  los 
programas  TOPPRED 2.0  y  HMMTOP 2.0  proponen la  orientación  contraria,  es 
decir N-/C-t luminal para p9. Para discernir entre las dos posibles orientaciones de 
p9 se utilizaron dos estrategias diferentes, por una parte se empleó la glicosilación 
como marcador topológico, y por otra el marcaje específico de cisteínas.
R.1.2.1.- Determinación  de  la  topología  de  p9  mediante  modificación  por 
glicosilación
Como se ha comentado anteriormente, la modificación por glicosilación sólo tiene 
lugar en dominios expuestos al lumen del RE donde se localiza el centro activo del 
complejo enzimático de la OST, responsable de la incorporación de restos de azúcar 
a secuencias  diana.  Estas secuencias  consenso de glicosilación están constituídas 
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Figura R.1.2: p9 es una proteína integral de membrana. 
La  proteína  p9  se  tradujo  en  ausencia  y  presencia  de  membranas 
microsomales.  En  la  figura  se  muestran  los  sedimentos  resultantes  de  la 
extracción alcalina y posterior centrifugación a las que fueron sometidas las 
muestras (carreras 2 y 3 respectivamente). 
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por tres aminoácidos, Asn-X-Ser/Thr, siendo X cualquier aminoácido excepto Pro. 
La incorporación de restos de azúcar  a la Asn de la  secuencia señal  por la  OST 
depende de la distancia a la que ésta se encuentre de la membrana, así tanto en el 
extremo N-t como en el C-t del f-TM son necesarios entre 12-15 aminoácidos para 
obtener in vitro un nivel de glicosilación eficiente (Gavel, Y., von Heijne, G., 1990), 
(Nilsson,  I.,  von Heijne,  G.,  1993).  La modificación por glicosilación  produce un 
aumento en el  peso molecular  de la  proteína  que se refleja  en un retardo de la 
movilidad electroforética de ésta equivalente a 2 kDa. A pesar de que la proteína p9 
contiene una secuencia endógena de glicosilación, Asn65-Tyr66-Ser67 en su dominio 
C-t,  esta  diana  no cumple  los  requisitos  mínimos  arriba  mencionados  para  una 
glicosilación  óptima  debido  a  la  proximidad  de  la  Asn65 a  la  segunda  región 
hidrofóbica (TM2) potencialmente embebida en la membrana (Figura R.1.3A). Para 
poder utilizar la glicosilación como marcador molecular de topología, se realizó una 
doble mutación conservativa que mantiene la distribución de cargas de la proteína, 
al  tiempo que se reubica la  secuencia  diana  de glicosilación  en una región  más 
apropiada para ser modificada por la OST. Así, se realizó la mutación  Asn65Asp 
para la eliminación de la diana endógena y a continuación se introdujo un nuevo 
sitio de glicosilación en una posición óptima para ser sustrato de la OST, Asp69Asn 
(de  aquí  en  adelante  construcción  p9)  (Figura  R.1.3A).  Como  se  muestra  en  la 
Figura R.1.3B, p9 no presenta un nivel de glicosilación significativo (<5%) tras su 
traducción  in  vitro en  presencia  de  microsomas  (carrera  2),  lo  que  sugiere  una 
topología  N-t/C-t  citoplasmática  de  la  proteína.  Para  demostrar  que el  sitio  de 
glicosilación introducido era susceptible de ser modificado si quedaba translocado 
al  interior  del  lumen  del  RE,  se  diseñó  un  mutante  en  el  que  se  sustituyó  la 
secuencia hidrofóbica Ala44-Leu45-Ser46, localizada aproximadamente en el centro de 
TM2 por una secuencia cargada Glu44-Glu45-Glu46 (p9EEE), con objeto de impedir la 
inserción  del  TM2  en  la  membrana  (Figura  R.1.3A).  La  traducción  de  esta 
construcción  en  presencia  de  microsomas  originó  una  banda  de  mayor  peso 
molecular (Figura R.1.3B, carrera 4), que desaparece en presencia de un tripéptido 
aceptor (Asn-Tyr-Thr), inhibidor competitivo de la OST (carrera 5). Como control se 
utilizó un tripéptido no aceptor (Gln-Tyr-Thr), sintetizado de la misma manera (ver 
Materiales y Métodos, apartado 10) que no compite con la diana de glicosilación de 
p9  por  la  OST.  En  este  último  caso  la  proteína  presenta  el  mismo  nivel  de 
glicosilación (carrera 6). 
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Además la naturaleza glicosídica de la banda de mayor peso molecular se 
comprobó mediante una digestión con Endoglicosidasa H (Endo H), enzima que 
elimina de forma específica los restos de azúcar incorporados en la proteína. Tal y 
como  se  muesta  en  la  Figura  R.1.3C,  dicha  banda  de  mayor  peso  molecular 
desparece progresivamente con el tiempo de incubación con EndoH, demostando 
así  la  naturaleza  glicosídica  de la  banda de mayor peso molecular  obtenida con 
p9EEE.  En  conjunto,  estos  resultados  demuestran  una  orientación  N-t/C-t 
citoplasmática de p9 (Figura R.1.3D).
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Figura R.1.3: p9 presenta una topología N-/C-t citoplasmática.
A. Secuencia de aminoácidos de p9. Las dos regiones hidrofóbicas se indican en rojo (TM1) y 
verde (TM2). La diana de glicosilación diseñada se muestra en púrpura. Los cambios puntuales 
realizados sobre la secuencia natural de p9 se han subrayado. B. Determinación de la topología 
de p9 mediante glicosilación. La proteína p9 (p9) y el mutante que presenta los resíduos ácidos 
(p9EEE) fueron traducidos en ausencia (carreras 1 y 3) y en presencia de membranas (carreras 2 y 
4-6).  En  la  carera  5  se  muestra  la  traducción  de  p9EEE en  presencia  de  un  péptido  aceptor 
(NYT(acep)) y en la carrera 6 su correspondiente control, en presencia de un péptido equivalente 
pero  no aceptor  (QYT(no-acep).  Las  formas  no glicosiladas  y glicosiladas  se  muestran  como 
círculos vacíos y rellenos respectivamente. C. Ensayo de la glicosidasa Endo H. El mutante p9EEE 
fue  traducido  en  ausencia  (carrera  1)  y  en  presencia  de  membranas  (carreras  2-5)  y 
posteriormente sometido a una digestión con 0.1 miliunidades de Endoglicosidasa H a diferentes 
tiempos.  D. Esquema de la topología de p9 y p9EEE. La diana de glicosilación se muestra con el 
símbolo  negro  cuando  se  encuentra  modificada  (orientada  al  lumen)  y  gris  cuando  no  está 
modificada (orientada al citoplasma).
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Resultados
R.1.2.2.- Determinación  de  la  topología  de  p9  mediante  marcaje  específico  de 
Cisteínas. 
Con objeto de corroborar  los estudios topológicos de glicosilación se utilizó otra 
estrategia comúnmente empleada para determinar la orientación de una proteína 
de membrana, que consiste en el marcaje específico de Cys accesibles. Para ello se 
han  utilizado  unos  reactivos  químicos  derivados  de  las  maleimidas,  que  son 
capaces de unirse específicamente al grupo sulfhidrilo de las Cys. En nuestro caso, 
para los estudios topológicos de p9 se utilizaron derivados hidrosolubles de estas 
moléculas,  incapaces  de  atravesar  las  bicapas  lipídicas,  de  manera  que  sólo 
modificarán  aquellas  Cys  presentes  en  dominios  expuestos  en  el  lado 
citoplasmático de la membrana. p9 contiene en su secuencia tres resíduos de Cys: 
Cys28 localizada en el lazo que conecta los dos f-TM, Cys51 localizada en el TM2 y 
Cys65 en el C-t de la proteína (Figura R.1.4A).  Estas Cys naturales de la proteína 
fueron utilizadas para establecer la topología de  p9 mediante este tipo de ensayo. 
Para ello se diseñaron una serie de mutantes para la sustitución de dos o los tres 
resíduos  de  Cys  por  Ser  realizándose  las  siguientes  construcciones:  Ser28-Ser51-
Cys65  (C65),  Ser28-Cys51-Ser65  (C51)  y  Cys28-Ser51-Ser65  (C28). Tras  sus 
traducciones  in vitro fueron sometidos a un ensayo de marcaje de Cys con ácido 
2,2'-disulfónico  4-acetamido-4'-maleimidilestilbeno  (AMS),  derivado  hidrosoluble 
que  al  unirse  a  las  Cys  incrementa  el  tamaño  molecular  de  la  proteína  en 
aproximadamente  500  Da.  Debido  a  la  pequeña  diferencia  en  el  tamaño  se 
utilizaron  geles  de  SDS-PAGE  de  elevado  porcentaje  de  acrilamida  (20%)  para 
discriminar el posible retardo electroforético generado por la reacción con el AMS. 
En la Figura R.1.4B se muestan los resultados del ensayo y como se puede observar 
la  Cys51 que  queda  protegida  por  la  membrana  no  fue  modificada  por  el  AMS 
(carrera 6), representando el control interno de la impermeabilidad del sustrato a la 
bicapa.  La  Cys28 tampoco fue  modificada por el  AMS (carrera  8)  indicando que 
quedaría expuesta a la cara luminal de los microsomas. Sólo la Cys65 produjo dicho 
retardo electroforético de la proteína debido a la modificación específica de esta Cys 
con  AMS  (carrera  4),  lo  que  corrobora  los  resultados  previos  de  marcaje  por 
glicosilación, es decir con una topología N-t/C-t citoplásmica. 
Del conjunto de estos resultados se puede concluir que p9 es una proteína 
que  se  asocia  a  la  membrana  del  RE  a  través  de  dos  hélices  transmembrana, 
orientando sus dos extremos N-t y C-t hacia el citoplamasma.
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Figura R.1.4: Confirmación de la topología N-/ C-t citoplasmática mediante 
marcaje específico de cisteínas.
A.  Esquema de la localización de las cisteínas en la secuencia de p9.  Los 
resíduos de Cys se indican como esferas púrpura.  B. Determinación de la 
topología de p9  mediante  marcaje  de  cisteínas  con AMS. Las proteínas 
p9wt, p9-C65, p9-C51 y p9-C28 fueron traducidas  in vitro en presencia de 
membranas. Parte de las muestras fueron sometidas a un tratamiento con 10 
mM de AMS durante 90 min a temperatura ambiente. A continuación fueron 
centrifugadas  y  los  sedimentos  fueron  sometidos  a  electroforesis  de 
poliacrilamida 20% en presencia  de SDS.  En  la  figura  se  indican  las  Cys 
presentes en la secuencia de cada mutante.

      R.2. Biogénesis de p9 

Biogénesis
R.2.1.- MECANISMO DE INSERCIÓN DE p9. LA INSERCIÓN DE p9 ES CO-
TRADUCCIONAL
Una vez determinada la capacidad de inserción de p9 de forma transmembranal, se 
planteó  el  estudio  del  mecanismo  de  inserción  de  la  proteína  en  membranas 
biológicas.  p9  es  una  proteína  con  una  elevada  abundancia  de  resíduos 
hidrofóbicos, (52 de 87), por lo que de forma similar a lo que se ha descrito para 
otras proteínas virales  (Soekarjo,  M.,  et al.,  1996),  (Kiefer,  D, Kuhn, A.,  1999),  su 
inserción  en  las  membranas  de  la  célula  huésped  podría  ocurrir  de  forma 
espontánea. Con objeto de discernir si la inserción de la proteína ocurre de forma 
espontánea una vez acabada su síntesis (post-traduccional) o si esta proteína viral 
explota  la  maquinaria  celular  responsable  de  la  inserción  de  proteínas  de 
membrana y de secreción, como se ha descrito en la introducción, se monitorizó el 
mecanismo de inserción en membranas microsomales mediante glicosilación. Esta 
modificación  que  tiene lugar  de  forma acoplada  al  proceso  de  translocación  de 
proteínas a través del translocón. La aproximación experimental empleada se basa 
en  que  la  glicosilación  de  una  proteína  traducida  in  vitro en  presencia  de 
membranas microsomales es indicativa de una exposición de la cadena naciente al 
sitio activo de la OST en la cara luminal de la membrana del RE y que este proceso 
ocurre de forma co-traduccional. 
Para  establecer  el  posible  mecanismo de inserción  se  utilizó  la  variante 
glicosilable p9EEE  , descrita anteriormente, y se realizaron ensayos de traducción in  
vitro en presencia  de microsomas y de SRP. Como muestra la  Figura  R.2.1.1,  la 
mayor parte de las moléculas estaban glicosiladas, tal y como demuestra el ensayo 
con Endo H (Figura R.2.1.1B, carreras 1 y 2). Cuando las membranas se añadieron 
de  forma  post-traduccional,  después  de  inhibir  la  síntesis  de  la  proteína  con 
cicloheximida 2mM, la proteína no se glicosiló ni en presencia ni en ausencia de 
SRP (carreras 3 y 4). Estas formas no glicosiladas no se encontraban integradas en 
las membranas,  ya que fueron solubilizadas mediante extracción alcalina,  lo que 
indica que muy probablemente son agregados que precipitan con la sedimentación 
de las membranas. Estos resultados demostraban que p9 no se dirige ni se inserta 
en las membranas del RE de forma post-traduccional. Para estudiar el papel de la 
SRP en el direccionamiento de p9 a las membranas, se repitieron los experimentos 
en  presencia  de  membranas  microsomales  previamente  tratadas  con  EDTA 
(microsomas  EKRMs)  (Walter,  P.,  Blobel,  G.,  1983).  Este  tratamiento  permite 
desensamblar  el  complejo  SRP,  eliminando  así  cualquier  resto  de  SRP  que  se 
pudiera haber arrastrado con la purificación de los microsomas (Kanner, E.M., et al., 
2002). En estas condiciones, en ausencia de SRP exógena, los niveles de expresión 
de la proteína se redujeron claramente (Figura R.2.1.1B, carrera 5). En cambio, al 
añadir de forma exógena SRP purificada se recuperaron los niveles de traducción 
de la proteína (carrera 6), así como la modificación por glicosilación, tal y como de 
nuevo demuestra la digestión con Endo H (carrera 7). Estos resultados demuestran 
que la inserción de p9 en las membranas del RE es co-traduccional y dependiente 
de la presencia de la SRP.
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R.2.2.- TM1 FUNCIONA COMO SEÑAL DE DIRECCIONAMIENTO A 
MEMBRANAS.
Los  resultados  anteriores  sugieren  que  p9  contiene  una  secuencia  señal  que 
direcciona el complejo ribosoma-cadena naciente (RNC) al translocón a través de la 
ruta celular de la SRP. Dado que p9 no presenta ningún péptido señal hidrolizable, 
el  TM1 de la  proteína  debería  desempeñar el  papel  de secuencia señal  para  ser 
reconocida por la subunidad SRP54, de 54 kDa, del complejo de la SRP, responsable 
del  reconocimiento  del  péptido señal.  Un método directo  para  detectar  posibles 
interacciones entre proteínas consiste en la introducción estratégica de una sonda 
foto-reactiva que se activa con luz UV y que entrecruza proteínas que se encuentran 
próximas, permitiendo así identificar proteínas que interaccionen con la proteína de 
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Figura R.2.1.1: Inserción co-traduccional de p9.
A. Organización estructural de p9EEE. Se indican las posiciones de los tres Glu y 
con el símbolo negro la diana de glicosilación utilizadas. B. La proteína p9EEE fue 
traducida  en  presencia  de  microsomas  rugosos  (CRM,  izquierda)  o  EKRM 
(derecha), y en presencia (+) o ausencia (–) de SRP según se indica. En las carreras 
2 y 7 se muestran las muestras tratadas con EndoH. Las membranas se añadieron 
durante la traducción de p9EEE (co) o después de la inhibición de la traducción de 
la  proteína  con  2  mg/ml  de  cicloheximida  (post).  Las  formas  glicosiladas  se 
indican  com  círculos  rellenos  mientras  que  las  formas  no  glicosiladas  como 
círculos vacíos.
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interés (Krieg, U.C., et al., 1986). Para demostrar si el primer f-TM de p9 es funcional 
en el direccionamiento de la proteína y por tanto actúa como un péptido señal se 
diseñaron experimentos de entrecruzamiento utilizando sondas fotoactivables. 
La sonda foto-reactiva utilizada está compuesta por un aminoácido, en este 
caso un resíduo de lisina (Lys) modificado en el grupo ε−amino de su cadena lateral 
con un grupo fotoactivable por luz UV, 5-acido-2-nitrobenceno (ANB), unido a un t-
RNA  supresor  de  un  codón  ámbar  (Figura  R.2.1.2).  Para  introducir  una  única 
LysANB en la secuencia de la proteína, de manera que se altere en la menor medida 
posible  la  composición  de aminoácidos  de  la  proteína  y que la  cadena  naciente 
pueda  establecer  una  interacción  única,  se  introduce  un  codón  ámbar  en  la 
secuencia  de  p9.  Así,  si  se  traduce  el 
mRNA correspondiente  a  esta  variante 
en presencia  de un tRNA supresor  del 
codón ámbar cargado con la  εANB-Lys, 
εANB-Lys-tRNAamb,  este  aminoácido 
modificado  se  incorporará  de  forma 
única  en  la  secuencia  señal  a  estudiar 
(Figura  R.2.1.3).  Por  otro  lado,  para 
poder  identificar  proteínas  que 
reconozcan  esa  secuencia  señal  en  los 
estadíos  inciales  de  la  biosíntesis  de  la 
proteína,  se  requiere  que  la  cadena 
naciente  permanezca  anclada  al 
ribosoma,  lo  que  permite  identificar 
verdaderos  intermediarios  del  proceso 
de direccionamiento a membranas. Para 
conseguir  cadenas  nacientes  unidas 
covalentemente  al  ribosoma  se 
transcriben mRNAs truncados, que son mRNAs que carecen de codón de parada en 
el extremo 3', de manera que el ribosoma no interpreta una señal de terminación de 
la traducción y la cadena naciente continúa unida al sitio P del ribosoma a través 
del t-RNA del último aminoácido de la secuencia.
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Figura R.2.1.2: εANB-Lys-tRNAamb
El  tRNAamb de  levadura,  obtenido  mediante 
transcripción  in vitro,  se conjugó con un resíduo de 
lisina,  previamente  modificado  con  la  sonda 
fotoactivable ANB. 
Resultados
Para estudiar la posible interacción entre p9 y SRP54, se introdujo el codón 
ámbar en mitad del TM1, concretamente en la posición 15 de la secuencia de p9, p9-
TAG15. Al traducir  un mRNA truncado que codifica una cadena naciente de 70 
aminoácidos  en  presencia  de  SRP  y  de  εANB-Lys-tRNAamb,  el TM1  que  ha 
incorporado el aminoácido modificado se encuentra fuera del túnel del ribosoma, 
puesto que en el momento de la traducción el ribosoma protege en su interior unos 
35  aminoácidos  de  la  cadena  naciente  (Bernabeu,  C.,  Lake,  J.A.,  1982)  (Figura
R.2.1.4, izquierda). Por tanto en este diseño la sonda queda accesible a interaccionar 
con otras proteínas. La traducción in vitro utilizando 35S-Met muestra que, tras una 
activación con luz UV se detecta un fotoaducto de 61 kDa sólo en presencia  de 
SRP54  purificada  (Figura  R.2.1.4,  carrera  5).  Sin  embargo  este  complejo  no  se 
observa cuando falta alguno de los componentes necesarios de la reacción, es decir 
en ausencia  de SRP, sin  tratamiento de luz UV, o en ausencia de la sonda foto-
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Figura R.2.1.3: Esquema de la estrategia de foto-entrecruzamiento para el estudio de 
intermediarios del proceso de translocación en la membrana del RE.
Mediante mutagénesis dirigida se introduce un codón ámbar en una posición concreta. 
Se obtiene un producto de PCR a partir del cual se genera un mRNA truncado que 
carece de codón de parada en su extremo 3'. Este mRNA se traduce en presencia de 
Met marcada radiactivamente y de un tRNAamb cargado con una Lys modificada con 
un grupo fotoactivable (ANB) por luz UV. Este aminoácido sólo se incorporará donde 
exista  un  codón ambar  (TAG)  en  la  secuencia  de  DNA.  La  cadena naciente  de  la 
proteína quedará anclada al ribosoma debido a la ausencia de codón de parada en 3'. 
Tras la traducción in vitro las muestras se irradian con luz UV, lo que activa el grupo 
ANB permitiendo la formación de un enlace covalente con las proteínas adyacentes 
(óvalo azul).
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reactiva.  El  tamaño  molecular  del  fotoaducto  correponde  a  un  aducto  entre  la 
SRP54  (54  kDa)  y  la  cadena  naciente  de  70  resíduos  de  p9  (~61  kDa).  Estos 
resultados  sugieren  que TM1 de p9 funciona como péptido señal  y  se  asocia  al 
complejo de la SRP a través de su interacción con la subunidad SRP54 para formar 
un complejo que direccionará el RNC al translocón. 
R.2.3.- LA MAQUINARIA DE TRANSLOCACIÓN CELULAR MEDIA LA 
INSERCIÓN DE p9 EN LA MEMBRANA DEL RE.
Una vez demostrado que p9 se dirige a la membrana del RE a través de la ruta de la 
SRP, se planteó estudiar si la inserción de la proteína en la membrana es un proceso 
mediado por la maquinaria de translocación celular, tal y como se ha demostrado 
para otras proteínas de membrana de eucariotas y proteínas de membrana modelo 
(Do,  H.,  et  al.,  1996)(Kolling,  R.,  et  al.,  1996)(Meacock.,  S.L.,  et  al.,  2002).  Para 
identificar proteínas que participan en el proceso de inserción de cadenas nacientes 
de  p9  en  membranas  se  realizaron  experimentos  de  foto-entrecruzamiento, 
similares a los descritos en el apartado anterior. En estos experimentos las sondas 
foto-activables se introdujeron en mitad de TM1 (p9-TAG15) y de TM2 (p9-TAG49) 
de forma similar a como se ha descrito anteriormente. Para generar intermediarios 
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Figura R.2.1.4:  Detección de la interacción entre p9 y la SRP mediante 
foto-entrecruzamiento. 
Una  única  sonda  foto-activable  (esfera  púrpura)  fue  incorporada 
estratégicamente en mitad de TM1 mediante la introducción de un codón 
ambar en la posición 15 de p9. Los complejos ribosoma-cadena naciente que 
contenían  cadenas  nacientes  radiactivas  de  70  aminoácidos  fueron 
sintetizadas en presencia de Lys-tRNAamb no modificados (carrera 3) o en 
presencia  de  εANB-Lys-tRNAamb tal  como  se  indica.  En  la  carrera  2  se 
muestra la muestra control no irradiada con luz UV y en la carrera 4 la 
muestra en ausencia de SRP.
Resultados
del  proceso  de  integración  de  p9  se  tradujeron  mRNAs  truncados  de  longitud 
creciente en presencia de microsomas y se sometieron a tratamiento con luz UV. 
Como p9 es una proteína de 87 aminoácidos fue necesario elongar el dominio C-
terminal para conseguir sintetizar intermediarios de la traducción de p9 en los que 
la secuencia completa de la proteína haya emergido del túnel del ribosoma, que 
como ya se ha mencionado proteje unos 35 aminoácidos. Así, estando atrapadas las 
cadenas nacientes de p9 en el canal del translocón, son susceptibles de interaccionar 
con las proteínas que median su partición a la membrana (esquema superior de la 
Figura R.2.1.5B). Para ello se utilizó el domino P2 de Lep (ver materiales y métodos, 
apartado  3.1 y  Figura  R.2.1.5A).  Se  generaron  truncados  de  p9  de  diferentes 
longitudes mediante PCR utilizando oligonucleótidos que hibridaban en posiciones 
estratégicas. 
Tras el tratamiento con luz UV, los niveles de foto-entrecruzamiento de los 
truncados de p9 con la subunidad Sec61α, el componente principal del translocon 
eucariota, se  analizaron  mediante  inmunoprecipitación  utilizando  anticuerpos 
purificados  frente  a  esta  proteína.  Tal  y  como se  muestra  en  la  Figura  R.2.1.5, 
cuando la sonda se encuentra en TM1 (p9-TAG15) se detectaron aductos con todas 
las  longitudes  de  cadenas  nacientes  testadas,  siendo  los  truncados  de  70  y  80 
aminoácidos  los  que  interaccionan  con  el  canal  del  translocón  de  manera  más 
eficaz. Como puede observarse, los fotoaductos incrementan su tamaño molecular 
como consecuencia del incremento en la longitud de las cadenas nacientes de forma 
coherente. Estos resultados ponen de manifiesto que TM1 permanece adyacente a 
Sec61α en  el  translocón,  incluso  en  el  caso  de  cadenas  nacientes  que  son  lo 
suficientemente largas como para que la secuencia completa de la  proteína haya 
emergido  del  ribosoma.  Además,  estos  segmentos  parece  que  particionan  a  la 
membrana sólo después de su liberación del ribosoma, como se demuestra por la 
pérdida de la señal de entrecruzamiento, cuando se libera artificialmente la cadena 
naciente  por  la  adición  de  puromicina  (Figura  R.2.1.5B,  carreras  10  y  11).  La 
puromicina  es  un  análogo  de  tRNAs  que  provoca  la  liberación  de  la  cadena 
naciente  del  sitio  P del  ribosoma,  de  manera  que las  cadenas  nacientes  pueden 
particionar a la membrana antes de la irradiación con luz UV y en consecuencia se 
pierden los fotoaductos detectados.
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Sin  embargo,  es  especialmente  destacable  que  cuando  la  sonda  se 
introduce  en  TM2  (p9-TAG49),  se  requieren  cadenas  nacientes  de  al  menos  80 
aminoácidos para observar fotoaductos con el canal del translocón (Figura R.2.1.6). 
Este retraso en la aparición de fotoaductos se correlaciona con el retraso en la sonda 
incorporada y es consistente con el requerimiento de al menos 30 aminoácidos entre 
el codón ámbar y el sitio P del ribosoma antes que la sonda emerja del túnel del 
ribosoma y quede expuesta a las proteínas del translocón. Al igual que en el caso de 
la sonda en TM1, en este caso TM2 también parece que se encuentra adyacente a 
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Figura R.2.1.5: p9 interacciona con Sec61α a través de TM1 durante su proceso 
de inserción. 
A. Organización estructural de la proteína p9. En rojo y verde se representan los 
fragmentos TM de la proteína. La estrella simboliza la posición del codón ámbar 
en  el  que  se  incorporará  la  sonda  fotoactivable.  La  línea  gris  representa  la 
secuencia  de  la  región  P2  de  Lep  a  la  que  se  ha  fusionado  p9.  Las  flechas 
simbolizan  los  oligonucleótidos  utilizados para  obtener  los  distintos  mRNAs 
truncados  de  p9.  B. Se  obtuvieron  complejos  RNC  que  contenían  cadenas 
nacientes de distintas longitudes (60-140 aminoácidos) y una única sonda foto-
activable  en  el  TM1  en  el  resíduo  15.  Las  muestras  fueron  fotolizadas  en 
presencia  de  membranas.  Los  fotoaductos  obtenidos  fueron  purificados 
mediante inmunoprecipitación y analizados mediante electroforesis SDS-PAGE. 
El corchete indica los fotoaductos inmunoprecipitados. En las carreras 10 y 11 se 
muestran los RNCs de 90 y 125 aminoácidos que fueron tratadas con 2 mM de 
puromicina previamente a la fotolisis para liberar las cadenas nacientes de los 
ribosomas.  A  la  izquierda  se  muestra  la  movilidad  electroforética  de  los 
patrones de peso molecular.
Resultados
Sec61α hasta  finalizar  la  traducción.  Tal  y  como  evidencia  el  hecho  de  que  se 
observan foto-aductos para todas las longitudes de cadenas nacientes mayores a 80 
aminoácidos, de nuevo excepto en los casos en que se ha finalizado artificialmente 
la traducción mediante la utilización del antibiótico puromicina. 
100
mRNA 
truncado
60 70 80 90 100 110 115 125 140 90 125
Pur
30
46
66
97
220
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
citosol
lumen RE
translocónN
codón           49
parada
Np9-P2
A
B
kDa
Figura R.2.1.6:  TM2 de p9 interacciona con Sec61α durante su inserción en las 
membranas microsomales. 
A. Organización estructural de la proteína p9 utilizando la misma simbología que 
en la Figura 5.  B. Se obtuvieron complejos RNC que contenían cadenas nacientes 
de distintas longitudes (60-140 aminoácidos) y una única sonda foto-activable en el 
TM2 en el resíduo 49. Las muestras fueron fotolizadas en presencia de membranas. 
Los  fotoaductos  obtenidos  fueron  purificados  mediante  inmunoprecipitación  y 
analizados mediante electroforesis SDS-PAGE. El corchete indica los fotoaductos 
inmunoprecipitados. En las carreras 10 y 11 se muestran las muestras que fueron 
tratadas  con  2  mM  de  puromicina  previamente  a  la  fotolisis  para  liberar  las 
cadenas  nacientes  de  los  ribosomas.  A  la  izquierda  se  muestra  la  movilidad 
electroforética de los patrones de peso molecular.
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R.2.4.- TM1 Y TM2 DE p9 SE INSERTAN DE FORMA CONCERTADA EN LAS 
MEMBRANAS BIOLÓGICAS.
Los detalles moleculares del proceso de integración de proteínas de membrana con 
varios  f-TM  se  desconocen.  Dentro  de  este  grupo  de  proteínas  de  membrana 
(politópicas) el caso más sencillo corresponde a las proteínas que presentan sólo dos 
f-TM, es por ello que resulta especialmente relevante profundizar en el proceso de 
inserción de la proteína p9. Se han propuesto al menos dos posibles mecanismos 
para explicar el proceso de integración de este tipo de proteínas (Figura R.2.1.7):
a) modelo de inserción lineal, en el que la integración de los diferentes f-TM ocurre de 
forma independiente y secuencial, particionando al entorno lipídico primero el 
primer f-TM
b) modelo de inserción concertada, en el que ambos f-TM permanecen en el entorno 
proteico de la maquinaria de translocación hasta la terminación de la traducción 
de la proteína de membrana, de manera que en el caso de las proteínas con dos 
f-TM,  particionan  a  la  bicapa  lipídica  conjuntamente  como una  horquilla  de 
hélices α. 
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A.     Inserción secuencial
B.     Inserción concertada
Figura  R.2.1.7:  Modelos  de  inserción de  hélices  transmembrana del 
caso más sencillo de proteínas politópicas, las que presentan dos f-TM. 
A.  Esquema de una inserción  secuencial  de f-TM en la que los  f-TM 
particionan a la membrana de forma independiente. B. Esquema de una 
inserción  concertada  en  la  que  la  integración  de  los  f-TM  en  la 
membrana tiene lugar de forma conjunta. 
Resultados
De los resultados del apartado anterior se deduce que en el caso de p9, 
ambos f-TM permanecen en las inmediaciones del translocón hasta la liberación de 
la  cadena  naciente  del  ribosoma  y  posterior  partición,  incluso  a  longitudes  lo 
suficientemente largas como para permitir que ambos f-TM abandonen el canal del 
translocón. Así, para una cadena naciente de 140 resíduos la distancia entre el final 
del TM2 y el sitio P del ribosoma hay unos 80 aminoácidos. Teniendo en cuenta que 
aproximadamente  35  resíduos  quedan  protegidos  en  el  túnel  del  ribosoma,  el 
número de resíduos de aminoácidos entre la salida del túnel y el C-t del TM2 es 
aproximadamente unos 45 aminoácidos, o lo que es lo mismo unos 150 Å para una 
conformación  completamente extendida  (45×3.5  Å). Esta  distancia  es claramente 
suficiente para permitir la partición de los f-TM a la membrana sobretodo en el caso 
del  TM1,  cosa  que  no  ocurre,  tal  y  como  muestran  los  resultados  mostrados 
anteriormente (Figura R.2.1.5 y R.2.1.6), en los que ambos f-TM quedan adyacentes 
a  Sec61α incluso  a  longitudes  lo  suficientemente  largas  y  sólo  particionan  a  la 
membrana,  perdiendo  la  interacción  con  Sec61α, cuando  la  cadena  naciente  es 
liberada artificialmente del ribosoma. Estos resultados sugieren un mecanismo tipo 
concertado para la partición de p9 a la membrana del RE. Esta retención de ambos 
f-TM  en  el  translocón  podría  ser  consecuencia  de  una  integración  coordinada, 
producto  de  la  interacción  ente  ambos  f-TM  y/o  bien  de  la  presencia  de  una 
secuencia de aminoácidos excesivamente corta en la región que conecta ambos f-TM 
que impediría la partición del TM1 a la membrana.
Nuestros  resultados  obtenidos  con  p9  difieren  del  comportamiento 
observado en la proteína de membrana modelo Lep que también contiene dos f-TM 
(Heinrich, S.U., Rapoport, T.A., 2003). En ese caso se realizó un estudio, utilizando 
la misma estrategia experimental  de foto-entrecruzamiento,  en el que se observó 
que cadenas nacientes de 95 resíduos y una sonda foto-reactiva en mitad del primer 
f-TM  H1  interaccionan  débilmente  con  el  canal  del  translocón,  perdiéndose  la 
interacción con Sec61α para cadenas nacientes de mayor longitud. Además, ambos 
f-TMs abandonan el canal del translocón mucho antes de que termine la traducción 
de la proteína. Así pues, estos autores de acuerdo con sus datos experimentales, han 
propuesto un modelo de integración secuencial para la partición de esta proteína a 
la membrana del RE. Del análisis de las secuencias de ambas proteínas resalta como 
una de las diferencias más significativas entre Lep y p9 la longitud del lazo que 
conecta las dos regiones hidrofóbicas en ambas proteínas y que está compuesto de 
42 y de 14 aminoácidos, respectivamente. Para determinar si la longitud de estos 
lazos que conectan los f-TM en las proteínas de membrana definen el mecanismo de 
inserción se diseñó una quimera en la que los 14 aminoácidos que conectan los dos 
f-TM de p9 se sustituyeron por los 42 aminoácidos que conectan los dos f-TM de 
Lep  (p9-LL)  (Figura  R.2.1.8A).  Se  sintetizaron  cadenas  nacientes  de  diferentes 
longitudes en presencia de microsomas. Una alícuota de las muestras fue sometida 
a irradiación con luz UV, mientras que el resto constituía un control de niveles de 
cadena naciente producida (Figura R.2.1.8B y C, paneles inferiores). 
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Tal y como se observa en la Figura R.2.1.8B cadenas nacientes de 78 y 88 
aminoácidos interaccionan con Sec61α (carreras 1 y 2). Para cadenas nacientes de 
longitud mayor  de  98  aminoácidos  no se  detectaron  fotoaductos  con Sec61α de 
forma significativa,  a pesar de que  los niveles de expresión de cada uno de los 
truncados  fueron  similares  (Figura  R.2.1.8B,  panel  inferior).  Estos  resultados 
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Figura R.2.1.8:  Foto-entrecruzamiento entre la quimera p9-LL que contiene el lazo P1 de 
Lep y Sec61α. 
A. Organización estructural de la quimera p9-LL en la que se indica la región P1 de Lep en 
negrita y las posiciones de la sonda foto-reactiva. Cadenas nacientes de la proteína quimérica 
p9-LL (TAG15) y p9-LL (TAG77),  B y  C respectivamente, de diferentes longitudes (78-168 
resíduos) fueron traducidas en presencia de membranas y fotolizadas tal como se procedió 
en las figuras 6 y 7. Previamente a las inmunoprecipitaciones, se tomó una alícuota de cada 
una de las  muestras  y se  analizaron mediante electroforesis  para analizar  la  cantidad de 
proteína radiactiva obtenida en cada caso (paneles inferiores). 
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Resultados
sugieren  que  TM1  pierde  la  interacción  con  Sec61α y  probablemente  ha 
particionado lateralmente a la membrana. Cuando la sonda se encuentra situada en 
TM2 (Figura  R.2.1.8C),  se  puede  observar  que  el  TM2  interacciona  con  Sec61α 
fundamentalmente  entre  las  longitudes  de  108-138  resíduos,  perdiéndose  la 
interacción en las cadenas nacientes más largas.  Estos resultados  apuntan a una 
importancia del la longitud del lazo de p9 en el establecimiento del mecanismo de 
integración  en  la  membrana  de  la  proteína.  De  manera  que,  el  incremento  del 
número  de  resíduos  en  las  zonas  que  interconectan  los  f-TM  favorecen  su 
integración secuencial en la membrana, mientras que en los casos en los que estos 
dominios  de  interconexión  están  formados  por  un  número  reducido  de 
aminoácidos se favorece el modelo de inserción concertado.
R.2.5.- LA  PROTEÍNA  ASOCIADA  A  LA  MAQUINARIA  DE 
TRANSLOCACIÓN, TRAM, PARTICIPA EN EL PROCESO DE INTEGRACIÓN 
DE p9. 
Como se ha mencionado en la introducción, además del  complejo Sec61,  existen 
otras proteínas que forman parte del translocón activo, asegurando una integración 
eficaz  de  la  cadena  polipeptídica  en  la  membrana.  Entre  ellas  se  encuentra  la 
proteína TRAM, que participa en la translocación de proteínas de secreción y en la 
integración  de  algunas  proteínas  de  membrana  (McCormick,  P.,  et  al.,  2003), 
(Saksena,  S.,  et  al.,  2004).  No  obstante,  el  grado  de  interacción  varía 
considerablemente según la proteína estudiada en dicho proceso. En las proteínas 
de secreción participa en los estadíos iniciales al proceso de translocación (Voigt, S., 
et al.,  1996)  mientras  que en los escasos  de ejemplos de proteínas de membrana 
analizados, TRAM participa en estadíos tardíos previos a la partición del f-TM a la 
membrana. Sin embargo, su función todavía no se ha definido detalladamente. Para 
determinar si la proteína TRAM participa en el proceso de integración y partición a 
membrana  de  p9,  se  llevaron  a  cabo  experimentos  de  foto-entrecruzamiento 
seguidos de inmunoprecipitación con anticuerpos específicos frente a TRAM. Tal y 
como se muestra en la Figura R.2.1.9A y B sondas introducidas en TM1 y en TM2 
reaccionaron  específicamente  con  TRAM.  Como  se  puede  observar  (Figura
R.2.1.9A),  incluso cadenas nacientes cortas interaccionan, aunque débilmente con 
TRAM, indicando que este componente del translocón se encuentra próximo a TM1 
desde los estadíos iniciales del proceso de integración de p9. Por lo que respecta a 
las  cadenas  nacientes  largas,  se  puede  observar  que  en  ambos  casos,  cadenas 
nacientes de la misma longitud interaccionan con TRAM, sugiriendo que los dos f-
TM particionan a la  membana como una horquilla,  puesto que para los mismos 
intermediarios ambos f-TM se encuentran adyacentes a TRAM. 
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Para  comparar  las  interacciones  de  p9  con  cada  uno  de  los  dos 
componentes  del  translocón,  Sec61α (Figura  R.2.1.5 y R.2.1.6)  y  TRAM (Figura
R.2.1.9),  se  cuantificó  la  cantidad  de  foto-aducto  obtenido  en  cada  caso  tras  la 
fotolisis  respecto  a  la  cantidad  total  de  cadena  naciente  para  cada  longitud.  Es 
interesante  destacar  que  el  grado  de  entrecruzamiento  de  TM1  con  TRAM 
incrementa  a  medida  que  aumenta  la  longitud  de  la  cadena  naciente  (Figura
R.2.1.10A), mientras que el grado de entrecruzamiento de TM1 con Sec61α (Figura
R.2.1.5B)  disminuye con la longitud de la cadena naciente (Figura R.2.1.10A). En 
cambio, en el caso de TM2 la interacción con Sec61α (Figura R.2.1.6B) se mantiene 
hasta  que  la  proteína  se  libera  del  ribosoma.  El  entrecruzamiento  con  TRAM 
aparece con un desfase de unos 20 aminoácidos y alcanza niveles similares a los 
observados con el complejo Sec (Figura R.2.1.10B). De este modo, aunque TM1 y 
TM2 se localizan adyacentes tanto a Sec61α como a TRAM durante el proceso de 
integración  de  p9,  el  posicionamiento  de  ambos  f-TM en  el  translocón  variaría 
según  el  estadío  del  proceso  de  integración,  observándose  un  cierto  grado  de 
secuencialidad en el proceso, así p9 interacciona primero (las RNCs más cortas) con 
Sec61α para,  a  continuación,  interaccionar  los  RNCs  ligeramente  mayores  con 
TRAM.
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Figura R.2.1.9: Fotoentrecruzamiento de cadenas nacientes de p9 con la proteína TRAM. 
La integración de intermediarios que contenían cadenas nacientes radiactivas de longitud 
creciente fueron fotolizados y examinados mediante IP utilizando anticuerpos específicos 
frente a TRAM. La sonda foto-reactiva se colocó en posición 15 (TAG15) (A) y en posición 
49 (TAG49) (B). El corchete señala los fotoaductos detectados. 
Resultados
Con objeto de investigar si la secuencialidad en la interacción de p9 con las 
proteínas  del translocón observada,  depende de la  integración concertada de los 
dos f-TM en la membrana,  se diseñaron experimentos de foto-entrecruzamiento y 
posterior inmunoprecipitación con anticuerpos frente a TRAM con la quimera p9-
LL.  En  la  Figura  R.2.1.11 se  muestran  los  resultados  obtenidos  con  cadenas 
nacientes en las que la sonda se encuentra en posición 15 (A y B) y los obtenidos en 
cadenas nacientes con la sonda en posición 77 (C y D). Es interesante resaltar que a 
diferencia  de  lo que ocurre  con Sec61α  (Figura  R.2.1.11A),  los  resultados  de las 
inmunoprecipitaciones frente a TRAM (Figura R.2.1.11B) ponen de manifiesto que 
cuando la sonda se halla en TM1, la cadena naciente interacciona con esta proteína 
hasta completar su síntesis, por lo que de alguna forma permanece en el entorno del 
translocón hasta que la cadena naciente es liberada del ribosoma. Estos resultados 
apuntan a la existencia de un estadío temprano en el que los f-TM interaccionan con 
el  complejo  Sec61  y  posteriormente  interaccionan  con  TRAM,  para  finalmente 
particionar a la membrana una vez terminada la síntetis la proteína. 
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Figura R.2.1.10: Secuencialidad de las interacciones de p9 con las proteínas del 
translocón.
En azul se representan los resultados de las cuantificaciones de foto-aductos de 
las cadenas nacientes de p9 inmunoprecipitadas con anticuerpo frente a Sec61α 
y  en  naranja  los  resultados  obtenidos  con  TRAM.  Las  cuantificaciones  se 
relativizaron frente a la cantidad total  de proteína para cada longitud.  A.  Se 
representan  los  resultados  de  las  cuantificaciones  de  cadenas  nacientes  que 
presentan  la  sonda  en  posición  15.  B.  Se  muestran  los  resultados  de  las 
cuantificaciones de cadenas nacientes con la sonda en posición 49.
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Este mismo comportamiento se observa también en el caso en el que la 
sonda se encuentra situada en TM2 (Figura R.2.1.11C y D). Como puede observarse 
en los geles de electroforesis,  el TM2 interacciona con Sec61α fundamentalmente 
entre las longitudes de 108-143 resíduos, perdiéndose la interacción en las cadenas 
nacientes más largas. De nuevo, en el caso de las inmunoprecipitaciones con TRAM 
la interacción aparece en las cadenas  nacientes de más de 128 aminoácidos  y se 
mantiene para todas las cadenas de mayor tamaño analizadas. En cadenas con la 
sonda TAG15, la interacción con TRAM alcanza un máximo en longitudes de 98-108 
resíduos, que coincide aproximadamente con la longitud a la que TM2 interacciona 
con Sec61α. Por lo que respecta a la interacción de TM2 con TRAM, se alcanza su 
máximo  para  longitudes  mayores  de  138  resíduos,  mantiéndose  muy 
probablemente  hasta  que  la  proteína  se  libera  del  ribosoma  para  particionar 
finalmente  a  la  membrana.  Con  objeto  de  analizar  cuantitativamente  estos 
resultados, se cuantificó el porcentaje de foto-aducto obtenido en cada caso respecto 
de la cantidad total de proteína sintetizada para cada longitud de cadena naciente. 
En las Figura R.2.1.12A y B se representan los resultados de las cuantificaciones de 
estos  datos  experimentales  donde  se  hace  patente  que  existe  un  máximo  de 
interacción  con Sec61α a  longitudes  de 78  resíduos  en cadenas  con la  sonda  en 
posición 15, y a longitues de 108 resíduos en cadenas con la sonda en posición 77. 
Esta diferencia en la aparición del valor máximo de interación se correlaciona con la 
distancia existente entre ambas sondas. La disminución de interacción con Sec61α 
va acompañada de un incremento en la interacción con TRAM en ambos casos. Por 
tanto, aunque esta quimera p9-LL presente un lazo de mayor longitud, la proteína 
permanece en las inmediaciones del translocón y no difunde a la membrana hasta 
que no se finaliza su síntesis, quedando la cadena naciente en las proximidades de 
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Figura R.2.1.11:  Foto-entrecruzamiento entre la quimera p9-LL y Sec61α/TRAM. 
Cadenas nacientes  de la  proteína  quimérica  p9-LL (TAG15)  (izquierda) y p9-LL (TAG77) 
(derecha)  de  diferentes  longitudes  (78-168  resíduos)  fueron  traducidas  en  presencia  de 
membranas y fotolizadas tal como se procedió en las figuras 6 y 7. En A y C se muestran los 
resultados de las inmunoprecipitaciones de los foto-aductos con anticuerpos frente a Sec61α. 
En B y D los resultados de las inmunoprecipitaciones frente a TRAM. A la izquierda de cada 
gel de electroforesis se muestra la movilidad del patrón de pesos molecular.
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TRAM. En este caso, la partición a la membrana de ambos f-TM también tiene lugar 
de  forma conjunta,  aunque su entorno proteico concreto sea  la  proteína  TRAM, 
como un estadío intermedio entre Sec61α y la membrana. 
R.2.6.- EFECTO DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DEL PRIMER f-TM 
DE p9 EN EL RECONOCIMIENTO E INTERACCIÓN CON LOS 
COMPONENTES DEL TRANSLOCÓN.
El mecanismo de inserción concertado de varios f-TMs se ha propuesto tanto para 
proteínas de membrana con más de dos f-TMs conectados por lazos cortos (Ota, K., 
et al., 2001), como para proteínas con lazos de mayor longitud como la proteína Lep, 
en la que se ha postulado un cierto grado de cooperación del H1 en la integración 
en la membrana de H2 (Heinrich, S.U., Rapoport, T.A., 2003). Por tanto, otra posible 
explicación  de  la  integración  coordinada  de  ambos  f-TM de  p9  podría  ser  una 
cooperación específica de secuencia entre las dos hélices hidrofóbicas de p9. Esto 
podría estar justificado por un menor carácter hidrofóbico de TM2 (-3.67 kcal/mol) 
frente al carácter hidrofóbico ligeramente superior de TM1 (-4.41 kcal/mol), valores 
calculados según White-Wimley como (∆Gwoct  -∆Gwif). Los detalles de estos cálculos 
se explican en el apartado R.3.4 del capítulo 3 de resultados. Así, se podría sugerir 
que TM1 abandonaría  el translocón de manera conjunta a TM2 para asegurar  la 
correcta inserción de TM2 en las membranas del RE. 
Para estudiar si existe esta posible interacción entre ambos f-TM durante la 
partición a la membrana se diseñó una quimera en la que el primer f-TM de p9 
(TM1) fue sustituído por el primer f-TM de Lep (H1), (H1-p9) (Figura R.2.1.13A). 
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Figura R.2.1.12: Secuencialidad de las interacciones de la quimera p9-LL con Sec61α y 
TRAM
Cuantificaciones de foto-aductos obtenidos en los experimentos de foto-entrecruzamiento 
de cadenas nacientes de la quimera p9-LL y posterior inmunoprecipitación con anticuerpo 
frente a Sec61α (en azul) y TRAM (en naranja). Las cuantificaciones se relativizaron frente 
a  la  cantidad  total  de  proteína  expresada  para  cada  longitud.  A.  Se  representan  los 
resultados  de  las  cuantificaciones  de  cadenas  nacientes  que  presentan  la  sonda  en 
posición 15. B. Se muestran los resultados de las cuantificaciones de cadenas nacientes con 
la sonda en posición 77.
Biogénesis
Del mismo modo se introdujo un codón ámbar en mitad de H1, en este caso debido 
a las variaciones en la secuencia y al distinto número de resíduos hidrofóbicos en 
ambos f-TM, la sonda ocupa una posición distinta (TAG13). Se procedió de igual 
forma con la síntesis de cadenas nacientes de diferentes longitudes en presencia de 
microsomas. Una alícuota se conservó como control de niveles de cadena naciente 
producida (Figura R.2.1.13B), mientras que el resto de las muestras fue sometida a 
irradiación con luz UV. Las muestras irradiadas se dividieron en dos alícuotas, cada 
una  de  las  cuales  fue  sometida  a  inmunoprecipitación  con  anticuerpos  frente  a 
Sec61α o a TRAM (Figura R.2.1.13C y D, respectivamente).  
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Figura R.2.1.13: Entrecruzamiento de la quimera H1-p9 con Sec61α y TRAM. 
A.  Secuencia de aminoácidos de la quimera. Se indican los f-TM en gris (H1 de Lep) y en 
verde (TM2 de p9) y la posición de la sonda foto-activable con una estrella. B. Se obtuvieron 
cadenas nacientes truncadas de longitud creciente mediante traducción in vitro. De cada una 
de las muestras se guardó una alícuota como control de los niveles de proteína traducida y 
fueron sometidas a SDS-PAGE. El resto de las muestras se irradió con luz UV para activación 
de la sonda. Las muestras fotolizadas se dividieron en dos alícuotas iguales y cada una de 
ellas fue inmunoprecipitada frente a Sec61α (C) o frente a TRAM (D). E. representación de las 
cuantificaciones de los niveles de foto-aducto respecto a la cantidad total de proteína. 
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En este  caso,  tanto  la  observación  directa  de  los  geles  de  electroforesis 
(Figura  R.2.1.13C  y  D)  como  las  cuantificaciones  de  los  foto-aductos  (Figura
R.2.1.13E)  de  nuevo  sugieren  que  en  un  primer  estadío,  la  proteína  quimérica 
interacciona con Sec61α y posteriomente con TRAM. En general, los niveles de foto-
aducto con esta quimera son más intensos que en los casos anteriores. Este efecto de 
mayor interacción puede ser debido a la distinta orientación de la sonda. Es posible 
que al ocupar la posición 13 de la cadena naciente el grupo foto-activable presente 
una  mayor  eficacia  para  el  entrecruzamiento.  A  pesar  de  esta  diferencia,  la 
interacción con Sec61α ocurre en un rango de longitudes de cadena naciente más 
estrecho (70-100 aminoácidos), mientras que de forma similar a lo que ocurría con 
las construcciones precedentes la interacción de las cadenas nacientes con TRAM se 
mantiene  prácticamente  hasta  la  terminación  de  la  biosíntesis  de  la  proteína. 
Además,  el  comportamiento  secuencial  del  proceso  de  integración  es  también 
similar,  por  lo  que  podemos  asumir  que  la  posición  de  la  sonda  no  afecta  al 
comportamiento global de la proteína. Es importante resaltar que en este caso una 
secuencia,  H1, que en su contexto no es reconocida por TRAM (Heinrich,  S.  U., 
Rapoport, T.A., 2003), aparece adyacente a esta proteína cuando se fusiona a p9, 
una proteína viral. Es posible que la interacción de la proteína con TRAM determine 
la partición coordinada de ambos f-TM. Pero, ¿cuál es el parámetro que determina 
que una proteína de membrana interaccione con TRAM? El hecho de que no todas 
las proteínas de membrana se integren a través de TRAM, confiere a sus sustratos 
cierta  particularidad.  Hasta  el  momento  se  ha  descrito  que  sólo  proteínas  con 
secuencias  señales  cortas,  de  baja  hidrofobicidad  o  bien  que presentan  resíduos 
cargados en su secuencia son reconocidas por TRAM (Voigt, S., et al., 1996), (Hedge, 
R.S.,  et al., 1998). Ninguna de estas situaciones se ajusta el caso particular de los f-
TM de p9 ni de H1 de Lep. Sin embargo, por otro lado, se ha visto que los dominios 
de membrana de otras proteínas virales interaccionan con TRAM para particionar a 
la  membrana  (McCormick,  P.,  et  al.,  2003),  (Saksena,  S.,  et  al.,  2004).  Es  más, 
proteínas de membrana de bacteriófagos se integran en la membrana a través de 
YidC  (Samuelson,  J.C.,  et  al.,  2001),  (Chen,  M.,  et  al.,  2002),  proteína  que  se  ha 
descrito  como  un  análogo  funcional  de  TRAM  en  procariotas.  Es  por  tanto 
plausible, que exista algún sesgo en la distribución de aminoácidos de las proteínas 
de  membrana  sustrato  de  TRAM  o  bien  algún  requerimiento  estructural  que 
determine  la  interacción  de  las  proteínas  de  origen  viral  con  esta  proteína  del 
translocón. Estas observaciones permiten plantear una posible estrategia viral para 
asegurar su correcta inserción en la membrana basada en su interacción con TRAM, 
proteína a la  que se le ha atribuido un cierto papel  de chaperona de membrana 
(Osborne, A.R., et al., 2005).
110
      R.3. Determinantes topológicos de p9
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Una vez establecido el mecanismo de inserción de p9 en membranas biológicas, que 
como se  ha  demostrado  es  dependiente  de  SRP y  de  la  maquinaria  celular  de 
inserción de proteínas de membrana,  se planteó el estudio de los determinantes 
topológicos que gobiernan la adopción de la correcta orientación de la proteína en 
la membrana. Se han descrito una serie de factores que determinan la orientación 
de  proteínas  en  la  membrana  y  que  clásicamente  se  han  utilizado  para  la 
caracterización  de  diversas  proteínas  de  membrana.  El  primero  de  ellos  y  más 
contrastado es la presencia de resíduos cargados flanqueando el f-TM, de manera 
que  existe  una  tendencia  generalizada  a  ubicar  en  el  citoplasma  los  dominios 
extramembranosos que presenten mayor densidad de carga positiva. El segundo de 
ellos es el carácter hidrofóbico del propio f-TM, en este caso se ha observado que, 
secuencias con una elevada hidrofobicidad orientan preferencialmente su extremo 
N-t hacia el exterior, mientras que proteínas con una menor hidrofobicidad suelen 
exhibir  una  orientación  N-t  citoplasmática.  Y  finalmente,  un  último  factor 
comparativamente menos contrastado es el estado de plegamiento de la región N-t 
que precede a un f-TM, cuyo plegamiento podría dificultar la translocación de este 
dominio a través del translocón, probablemente debido a impedimentos estéricos. 
Estos factores están descritos para proteínas de origen procariótico y eucariótico, sin 
embargo se desconoce la importancia de estos parámetros en la determinación de la 
orientación de proteínas virales en las membranas biológicas. En este sentido, los 
estudios  topológicos  en  p9  cobran  importancia  como  proteína  modelo  para  el 
análisis de los determinantes que gobiernan la topología de proteínas de membrana 
virales.  Así  pues,  se  diseñaron  experimentos  para  abordar  el  estudio  de  los 
determinantes  topológicos  de  p9,  entre  los  cuales se  encuentran  los  principales 
arriba mencionados, como la presencia de resíduos cargados flanqueando los f-TM 
de  la  proteína  y  la  hidrofobicidad  de  propio  f-TM,  además  de  otros  factores 
potenciales  como la longitud del  lazo que separa TM1 y TM2 y la  presencia de 
resíduos aromáticos flanqueando los f-TM. Básicamente el efecto de cada uno de 
ellos se ha monitorizado mediante la variación en los niveles de glicosilación de una 
amplia gama de variantes de la proteína. La aproximación experimental empleada, 
en la  que se basará  la  alteración de los parámetros mencionados,  modificará los 
niveles de glicosilación de la proteína sólo si participan en la determinación de su 
topología. A continuación se detallan los estudios realizados para el análisis de la 
influencia de cada uno de los determinantes topológicos en la orientación N-t/C-t 
citoplasmática de p9. 
R.3.1.- INFLUENCIA DE LOS RESÍDUOS CARGADOS EN LA TOPOLOGÍA DE 
p9.
Uno de los principales factores que participa en el establecimiento de la orientación 
de  gran  parte  de  las  proteínas  de  membrana  estudiadas  es  la  distribución  de 
resíduos cargados en los dominios localizados a ambos lados de la membrana. En 
los años 80 se realizaron estudios computacionales para analizar el posible sesgo en 
la distribución de aminoácidos en las proteínas de membrana. Los resultados de 
estos estudios revelaron la tendencia a una localización citoplasmática de dominios 
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que presentaban una mayor densidad de carga positiva y de estos análisis derivó la 
hipótesis conocida como “positive inside rule” (von Heijne, G., 1986), (von Heijne, G., 
Gavel, Y., 1988), (von Heijne, G., 1992). A partir de estos análisis informáticos, se 
han  llevado  a  cabo  estudios  experimentales  para  comprobar  la  influencia  de  la 
presencia  de  este  tipo  de  resíduos  en  la  orientación  de  diversas  proteínas  de 
membrana  modelo.  En  estos  estudios  se  confirmaba  la  importancia  de  la 
distribución de cargas en la determinación de la topología de estas proteínas de 
membrana tanto en sistemas de origen procarióticos como eucarióticos (Andersson, 
H., et al., 1992), (von Heijne, G., 1989). En el caso de la proteína viral p9, la proteína 
presenta  dos  cargas  positivas  en  el  lazo  que  une  ambos  f-TM  y  cuatro  cargas 
positivas y dos negativas, es decir, un balance neto de +2, en su dominio C-t (Figura 
R.3.1). Por tanto, en principio, no existe una asimetría en la distribución de cargas 
en  la  secuencia  nativa  de  p9  que  favorezca  la  orientación  experimentalmente 
observada (Capítulo 1). Por otro lado, esta ausencia de asimetría en el balance de 
cargas  podría  explicar  la  falta  de  unanimidad  mostrada  por  los  diferentes 
programas de predicción comentada en el capítulo 1, puesto que generalmente el 
balance  de  cargas  es  uno  de  los  criterios  que  utilizan  frecuentemente  estos 
algoritmos.  Con  la  finalidad  de  estudiar  si  la  topología  de  p9,  N-t/C-t 
citoplasmática, es susceptible de alterarse en función de la distribución de cargas a 
ambos lados de la membrana, se diseñaron una serie de mutantes en los que dicha 
distribución estaba severamente alterada.
En primer lugar, nos planteamos generar una asimetría en la distribución 
de  cargas  de  p9  para  estudiar  si  en  el  caso de  proteínas  virales  la  distribución 
asimétrica  de  cargas  a  ambos  lados  de  la  membrana  es,  como  en  el  caso  de 
proteínas  de  membrana  procarióticas  y  eucarióticas,  el  determinante  topológico 
principal. Para ello, se diseñó un mutante en el que se insertaron tres resíduos de 
Lys en las inmediaciones del TM1 entre los aminoácidos Cys28 y Thr29 del lazo 
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Figura  R.3.1:  Distribución  de  resíduos  cargados  en  la 
secuencia de p9
Las cargas positivas de resíduos de Lys y Arg se muestran 
en azul y en rojo se representan los aminoácidos cargados 
negativamente, Asp y Glu. Se indica el balance global de 
cargas de los dominios de la proteína ubicados a cada lado 
de la membrana. 
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luminal de p9 (p9-28K329). En este caso la proteína presentaría un balance de cargas 
de +5 en el lazo de conexión entre los f-TM (la cara luminal) y un balance de +2 en 
el dominio C-t. Tras  la transcripción y traducción  in vitro del mutante,  se puede 
observar que el incremento de resíduos cargados positivamente en el lazo de p9 tan 
sólo produce un ligero  aumento en los niveles  de glicosilación de p9 en un 6% 
(Figura  R.3.2B,  comparar  carreras 2 y 4).  Para comprobar la  orientación N-t/C-t 
citoplasmática de las especies no glicosiladas y la topología N-t/C-t luminal de las 
especies  glicosiladas  y  debido  a  que  la  introducción  de  cargas  positivas  en  las 
proximidades de los f-TM se ha observado en algunos casos que tiene como efecto 
la no inserción de los f-TM en la membrana (frustación) (Gafvelin, G., von Heijne, 
G.,  1994)  se  llevó  a  cabo  una  digestión  con  proteínasa  K  (PK).  Esta  proteasa 
hidrosoluble es incapaz de atravesar las membranas biológicas y por tanto degrada 
inespecíficamente  dominios  extramembranosos  localizados  en  el  exterior  de  los 
microsomas.  El  tratamiento  con  PK  del  mutante  p9-28K329 origina  un  solo 
fragmento de 6.5 kDa, tamaño molecular que se corresponde con el de la horquilla 
formada  por  TM1-lazo-TM2,  tal  como  ocurre  en  p9  silvestre  (Figura  R.3.2B, 
comparar  carreras  3  y  5).  Este  fragmento  derivaría  de  las  formas  N-t/C-t 
citoplasmáticas demostrando la ausencia de “frustación” en ambos f-TM. Mientras 
que las formas glicosiladas desaparecen, probablemente por digestión del lazo, en 
este  caso localizado  en  el  citoplasma.  Hay  que  tener  en  cuenta  que la  proteína 
presenta dos resíduos de Met en su secuencia localizadas en el extremo N-t y en el 
TM1  (Figura  R.3.2A).  De  manera  que,  cualquier  fragmento  originado  tras  la 
digestión  con  PK que  carezca  de  estos  dos  dominios,  N-t  y  TM1,  no  se  podrá 
detectar en las autorradiografías. Así, tras la digestión del lazo de las formas N-t/C-
t luminales se originarán los fragmentos correspondientes al TM1 de 2.5 kDa y por 
tanto  demasiado  pequeño  para  ser  detectado  mediante  electroforesis,  y  otro 
fragmento formado por TM2 y el C-t que tampoco se puede apreciar debido a la 
ausencia de Met. Estos resultados sugieren que la distribución de cargas tiene un 
efecto  moderado  en  la  orientación  de  esta  proteína  viral  en  membranas 
microsomales (Figura R.3.2C).
Para examinar el efecto de la posición de las cargas a lo largo del lazo se 
diseñó un mutante en el que los resíduos de Lys se insertaron precediendo a TM2, 
entre los aminoácidos Ser35 y Leu36 (p9-35K336). Este mutante mantenía el mismo 
balance de cargas que la quimera anterior,  es decir +5 en el lazo y +2 en el C-t 
(Figura  R.3.2A).  En  este  caso  se  observó  un  incremento  de  la  glicosilación 
aproximadamente en un 15% (Figura R.3.2B, comparar carreras 4 y 6). También en 
estas  muestras  la  digestión  con PK (carrera  7)  genera  un fragmento de 6.5  kDa 
(triángulo), correspondiente a la horquilla derivada de formas con una topología N-
t/C-t citoplasmática, de nuevo sin que la proximidad de las cargas al TM2 afecten a 
su  capacidad  para  insertarse  en  la  membrana.  Así  pues,  el  incremento  de  la 
densidad  de  carga  positiva  en  el  lazo  provoca  un  ligero  desplazamiento  en  el 
equilibrio hacia formas glicosiladas de p9, sin embargo esta asimetría generada no 
es suficiente para invertir la topología de p9 de forma significativa y muestra un 
efecto del balance de cargas en el caso de proteínas virales mucho menor que el 
descrito en diversas proteínas modelo tanto de origen procariótico (Andersson, H., 
et al., 1992) como eucariótico (Gafvelin, G., et al., 1997). 
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A pesar de que el sesgo en la distribución de resíduos cargados se centra 
principalmente  en  las  cargas  positivas,  la  presencia  de  aminoácidos  cargados 
negativamente (Asp y Glu) también ha sido propuesto como un factor que puede 
contribuir en la topología final de la proteína en algunos casos , (Fujihira, E., et al., 
1997).  Así,  en  el  caso  de  una  proteína  quimérica  se  ha  descrito  que  existe  una 
tendencia  a  translocar  al  lumen  del  RE  o  al  exterior  celular  los  dominios  que 
presentan mayor densidad de carga negativa (Rutz, C., et al., 1999). Para estudiar si 
la  presencia  de cargas  negativas  en la  secuencia  de  p9 podía  tener  algún papel 
determinante en su orientación se diseñó un mutante en el que se insertaron tres 
resíduos de Glu en el extremo N-t de la proteína entre los aminoácidos Tyr3 y Gly4 
(p9-3E34)  (Figura  R.3.2A).  De  acuerdo  con  los  datos  aportados  en  los  estudios 
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Figura R.3.2: Efecto de resíduos cargados flanqueantes a TM1 en la topología de p9
A. Se muestran las secuencias de aminoácidos de los mutantes 28K329, 35K336 y 3E34. En azul 
se indican los resíduos con carga positiva y en rojo con carga negativa. En gris se indica la 
diana  de  glicosilación.  Las  sustituciones  de  aminoácidos  se  han  resaltado  en  negrita.  En 
amarillo se  muestran las  metioninas presentes  en la  secuencia de p9.  Los números indican 
posiciones en la secuencia silvestre. B. La proteína p9 silvestre y los mutantes 28K329, 35K336 y 
3E34 fueron traducidos in vitro en presencia de membranas y de 35S-Met. Una alícuota de cada 
una de las muestras se reservó para la digestión con PK durante 30 min en hielo. Las formas no 
glicosiladas se  indican con  un círculo  blanco,  mientras  que las  formas glicosiladas con  un 
círculo negro. Las horquillas producto de la digestión con PK se indican con triángulos.  C. 
Modelo de la posible distribución topológica de uno de los mutantes, 28K329, en el que existiría 
un equilibrio entre formas no glicosiladas y glicosiladas.
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anteriormente  referenciados,  dicho  cambio  debería  inducir  una  tendencia  a 
translocar el extremo N-t de p9 y en consecuencia una inversión de la orientación 
de la proteína. En este caso el mutante presenta un balance de –3 en el dominio N-t, 
+2 en el lazo y +2 en el dominio C-t. Tras la transcripción y traducción in vitro de 
esta variante se observó un incremento en los niveles de glicosilación de p9 del 
mismo orden o incluso inferior al observado en los mutantes de inserción de lisinas 
(Figura R.3.2B, comparar carreras 4, 6 y 8). De la misma manera, este incremento en 
la glicosilación de p9 se debe a una mezcla de especies con topología distinta, tal y 
como demuestra la digestión con PK, que origina la horquilla de 6.5 kDa (carrera 9), 
siendo muy mayoritaria la toplogía de la proteína silvestre. Por tanto, la presencia 
de  resíduos  cargados  negativamente  no  induce  un  cambio  significativo  en  la 
orientación de p9.
Por último se estudió la influencia de los resíduos cargados presentes en el 
extremo C-t de la proteína. Para ello se diseñaron una serie de mutantes en los que 
los resíduos cargados positivamente localizados en el C-terminal de la proteína se 
sustituyeron por resíduos cargados negativamente, de manera que por un lado se 
alteraba el balance de cargas de este dominio y al mismo tiempo se estudiaba la 
influencia  de  la  presencia  de  resíduos  negativos  en  esta  región.  En  concreto,  se 
obtuvieron los mutantes p9-R60E (carga proximal), p9-R75E (carga distal) y el doble 
mutante p9-R60E/R75E, en los que el balance de cargas en este dominio para cada 
uno de ellos era 0 para ambos mutantes simples y -2 para el doble mutante (Figura 
R.3.3A).  Los  resultados  en  los  tres  casos  son  similares  y  no  se  observa  ningún 
incremento  significativo  en  los  niveles  de  glicosilación  de  la  proteína  (Figura 
R.3.3B).  Por tanto, los resíduos cargados presentes en el dominio C-t no parecen 
contribuir excesivamente a la orientación de p9.
Así pues,  el  conjunto de estos resultados  sugiere que la distribución de 
resíduos  cargados  en  la  secuencia  de  p9  puede  tener  tan  sólo  una  ligera 
contribución  a  su  topología  final.  Esta  pequeña  influencia  se  aprecia 
fundamentalmente en las regiones adyacentes a TM1, en el extremo N-t y en el lazo, 
donde la presencia de resíduos cargados podría modificar la interacción de este f-
TM  con  el  translocón  durante  el  proceso  de  integración  de  la  proteína  en  la 
membrana.  A  este  respecto,  es  interesante  destacar  que  recientemente  se  ha 
descrito, a partir de datos cristalográficos de rayos X del translocón (van den Berg, 
B., et al., 2004), la presencia de aminoácidos cargados localizados en la superficie de 
las  paredes  del  canal  del  translocón  que  podrían  interaccionar  mediante 
interacciones  electrostáticas  con  los  resíduos  cargados  de  la  cadena  naciente, 
participando así  en el  establecimiento de la  topología  de la  proteína  durante  su 
proceso de inserción en la membrana (Goder, V., et al., 2004). Así, se ha postulado 
que en función del balance de cargas entre los dominios flanqueantes a TM1, se 
determinaría la topología de dicho fragmento, que en general dirigiría la inserción 
de los restantes f-TM que presente la proteína en el caso de proteínas de membrana 
politópicas.  Sin embargo,  la  influencia observada de los resíduos cargados en la 
orientación final de p9 sólo afecta a un porcentaje bajo de moléculas y por tanto no 
parece ser el determinante topológico único en la inserción de esta proteína. De esta 
manera la orientación de p9 debe estar dirigida por otros factores adicionales a la 
presencia de resíduos cargados en la secuencia de la proteína. De hecho, la deleción 
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de  las  dos  cargas  del  lazo  o  las  dos  cargas  positivas  del  dominio  C-terminal 
adyacentes a TM2 no modifica la orientación N-t/C-t citoplasmática de la proteína 
(resultados no mostrados). Por tanto, deben existir otros parámetros de la proteína 
que  contribuyan  a  la  determinación  de  la  topología  de  p9  en  particular,  y 
probablemente en las proteínas de membrana virales en general.
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Figura R.3.3: Efecto de los resíduos cargados en el dominio C-t de p9
A.  Se muestran los cambios puntuales realizados en la secuencia de aminoácidos de p9 silvestre 
para la obtención de los mutantes en los que se ha alterado el balance de cargas en el dominio C-t. 
En azul se indican los resíduos con carga positiva y en rojo los resíduos con carga negativa. En gris 
se indica la diana de glicosilación. Las sustituciones de aminoácidos se han resaltado en negrita. Los 
números indican posiciones en la secuencia silvestre. B. Los tres mutantes, p9-R60E, p9-K75E y p9-
R60E/K75E se transcribieron y se tradujeron in vitro en ausencia o presencia de membranas según 
se indica. Las muestras fueron sometidas a una extracción alcalina y se analizaron mediante SDS-
PAGE y posterior autorradiografía.
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R.3.2.- PAPEL DEL LAZO EN LA TOPOLOGÍA DE p9
R.3.2.1.- Longitud y presencia de resíduos cargados positivamente.
El  leve  efecto  de  las  cargas  sobre  la  topología  de  p9  observado  en  el  apartado 
anterior induce a contemplar otros determinantes topológicos como componentes 
relevantes para la adopción de una orientación concreta de las proteínas virales en 
las membranas biológicas. Así, de entre los posibles factores que intervienen en la 
topología de p9 se planteó la posibilidad de que la longitud del lazo que conecta los 
dos f-TM de la proteína limitara la adopción de topologías alternativas. De forma 
que, la temprana aparición del TM2 podría favorecer las interacciones hidrofóbicas 
entre ambos f-TM y su efecto se impusiera sobre el posible papel de los resíduos 
cargados como determinante topológico. Así pues, para testar el efecto de las cargas 
y la longitud del lazo se analizó la topología de la quimera p9-LL ya utilizada en el 
apartado 2.4, en la que los 14 resíduos que interconectan los dos f-TM de p9 fueron 
sustituídos por los 42 que conectan H1 y H2 de Lep (P1). Además este lazo presenta 
una  carga  neta  de  +5.  Los  resultados  de  nuevo  muestran  que  esta  variante  no 
presenta un incremento en los niveles de glicosilación, apuntando de nuevo a una 
forma mayoritaria N-t/ C-t citoplasmática (Figura R.3.4A, comparar carreras 1 y 3). 
De  hecho  las  digestiones  con  PK  originan  un  fragmento  muy  mayoritario  de 
aproximadamente 9 kDa correspondiente al tamaño de la horquilla derivado de la 
digestión  del  dominio  C-t  de  la  proteína  (Figura  R.3.4A,  triángulo  blanco  en la 
carrera 4). Las formas glicosiladas desaparecen como consecuencia de la digestión 
del lazo citoplasmático. Para p9 silvestre se puede observar un fragmento de 6.5 
kDa  correspondiente  a  la  horquilla,  aunque  con  menor  intensidad  (carrera  2, 
triángulo  blanco)  como consecuencia  de  la  presencia  de  una  única  Met  en  esta 
región. En este caso las formas glicosiladas son resistentes a la PK, probablemente 
por la escasa accesibilidad a la PK del corto lazo de p9.
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Según estos resultados ni siquiera en el caso de la presencia de un lazo de 
mayor longitud con una abundante presencia de cargas positivas, como es el caso 
del dominio P1 de Lep, se favorece una orientación N-t/ C-t luminal. Por lo que 
parece ser que p9 no se ajusta a las predicciones de la  “positive inside  rule” para 
proteínas procarióticas y eucarióticas. La presencia de cargas positivas en este lazo 
de  mayor  longitud  no  tiene  un  mayor  efecto  que  la  incorporación  puntual  de 
resíduos cargados en el propio lazo de p9.  Por tanto, la escasa contribución de los 
resíduos  cargados  positivamente  observada  en  el  apartado  anterior  no  viene 
determinada por la corta longitud del lazo de p9, puesto que la influencia de las 
cargas  no  se  encuentra  favorecida  al  incrementar  la  longitud  del  lazo.  Estos 
resultados  evidencian  de  forma más  clara  si  cabe  que  la  presencia  de  resíduos 
cargados no son un determinante crucial para el establecimiento de la topología de 
p9. 
R.3.2.2.- Importancia de la longitud del lazo para la orientación de ambos f-TM 
de p9.
Los  resultados  del  apartado  anterior  apuntan  a  que  la  longitud  del  lazo  de  p9 
tampoco parece contribuir a la topología de la proteína. Sin embargo, recientemente 
se ha  descrito la  importancia  de la  longitud del lazo en el  caso de proteínas de 
membrana  cuyas  hélices  internas  presentan  una  hidrofobicidad  limitada.  Esta 
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Figura R.3.4: Topología de la quimera p9-LL
A. p9 silvestre y la quimera p9-LL se tradujeron in vitro en presencia de membranas. Las formas no 
glicosiladas se indican como círculos blancos y las formas glicosiladas como círculos negros. Se 
tomó una alícuota de las muestras para las digestiones con PK. Las horquillas derivadas de la 
digestión de las formas no glicosiladas se indican con triángulos blancos cada caso. B. Modelo de 
las posibles topologías de p9 y p9-LL derivado de los resultados obtenidos en la sección A. Se 
indican las Met presentes en cada una de las proteínas y los porcentajes de formas glicosiladas y 
no glicosiladas obtenidos en cada caso. 
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importancia  de  la  longitud  del  lazo  parece  residir  en  la  necesidad  de  una 
interacción  entre  este tipo de  hélices  de  escasa  hidrofobicidad  y  el  f-TM que le 
precede para su correcta inserción en la membrana (Ota, K.,  et al., 2001), de forma 
similar a lo argumentado anteriormente (capítulo 2). En este contexto, la longitud 
de la región entre ambos f-TM es esencial para que dicha interacción tenga lugar, de 
manera que al incrementarse ésta se reduce la capacidad de inserción del f-TM poco 
hidrofóbico. 
En el caso de p9, como se ha comentado anteriormente, TM2 presenta un 
menor carácter hidrofóbico respecto a TM1 (∆Gwoct-∆Gwif =-3.67 kcal/mol vs ∆Gwoct-∆
Gwif  =-4.41  kcal/mol,  respectivamente).  Dada  la  corta  longitud  del  lazo  que  los 
separa en la proteína nativa y para descartar que el bajo nivel de glicosilación de la 
quimera p9-LL se pudiera deber a una capacidad de inserción disminuída debido al 
incremento de la longitud del lazo, se planteó estudiar el papel de este dominio, y 
en consecuencia de TM1, en la inserción de TM2. Para ello se diseñó una proteína 
quimérica en la que al lazo de p9 se insertaron 61 aminoácidos procedentes de una 
proteína  de secreción de plantas  (la  adormidera),  la  proteína  BBE.  Esta proteína 
presenta un péptido señal hidrolizable en el extremo N-t que dirige la translocación 
del dominio N-t de la proteína al interior del lumen del RE. Los 61 aminoácidos 
escogidos para el  diseño de la  quimera proceden del  dominio N-t translocado e 
incluyen  la  secuencia  consenso  de  glicosilación  (NFT)  con  la  Asn  ocupando  la 
posición 42.  Así, la proteína quimérica p9-lz75-N presenta un lazo de 75 (61+14) 
aminoácidos (mucho más largo que el dominio P1 de Lep) que incluye la diana de 
glicosilación NFT, adicional a la diana presente en el dominio C-t de la proteína p9 
(Figura R.3.5A). Esta quimera permite visualizar directamente la inserción del TM2, 
puesto que en el caso de que el mayor número de resíduos de aminoácidos que 
conectan TM1 y TM2 repercutiese  en un menor grado de inserción  del  TM2,  se 
debería  observar  la  doble  glicosilación  de  la  proteína  (Figura  R.3.5B). 
Paralelamente, para distinguir entre las dos dianas de glicosilación de la proteína se 
obtuvo la variante en la que se eliminó la diana de glicosilación del lazo mediante 
mutagénesis dirigida Asn→Gln (p9-lz75-Q). Tras los experimentos de traducción in  
vitro de ambas proteínas quiméricas se puede observar en la Figura R.3.5C que en 
presencia de microsomas la variante p9-lz75-N se monoglicosila con una eficiencia 
del  60% mientras que la variante p9-lz75-Q no presenta ninguna modificación por 
glicosilación (comparar carreras 2 y 5). Estos resultados indican que la glicosilación 
observada en la variante p9-lz75-N se debe a la  incorporación de azúcares en la 
diana del lazo. Por otra parte, el hecho de que la diana de glicosilación del C-t de p9 
no se modifique en ninguno de los dos casos es indicativo de que el TM2 se inserta 
en  la  membrana,  de  manera  que  el  dominio  Ct  se  encuentra  en  la  cara 
citoplasmática de la membrana y no es susceptible de ser sustrato de la OST. De 
hecho,  las  digestiones  con  PK generan  fragmentos  de  14  kDa  en  el  caso  de  la 
quimera  p9-lz75-N  (flecha  negra)  y  12  kDa  para  p9-lz75-Q  (flecha  blanca).  El 
tamaño de estos fragmentos corresponde al tamaño de las horquillas en sus estados 
glicosilados y no glicosilados respectivamente. Estos resultados demuestran pues 
que en presencia de un lazo de mayor longitud, TM2 se inserta en la membrana y 
por tanto no requiere  de  una interacción con TM1 para  su correcta  integración. 
Además, confirman que la longitud del lazo no es determinante para la correcta 
orientación de ambos f-TM de p9.
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Figura R.3.5: Efecto de la longitud del lazo en la inserción de TM2 y en la orientación de p9
A. Se muestra la secuencia derivada de la proteína BBE que se utilizó para incrementar la longitud del 
lazo  de  p9.  Los  aminoácidos  encuadrados  en  gris  localizados  en  los  extremos  de  la  secuencia 
pertenecen  a  la  secuencia  de  p9.  En  rojo  se  indica  la  secuencia  consenso  de  glicosilación.  Se  ha 
señalado el cambio realizado para eliminar la diana de glicosilación (N/Q). B. Modelo de las posibles 
topologías de las quimeras p9-lz75-N y p9-lz75-Q. Las dianas de glicosilación modificadas se indican 
con el símbolo negro.  C. Las quimeras p9-lz75-N y p9-lz75-Q se tradujeron  in vitro en ausencia y en 
presencia de membranas según se indica. Una alícuota se reservó para la digestión con PK (carreras 3 y 
6). Las muestras fueron sedimentadas y analizadas mediante SDS-PAGE y posterior autorradiografía.
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R.3.3.- INFLUENCIA DE LA LONGITUD DEL DOMINIO C-terminal.
Tal y como se ha mencionado en la introducción, se ha descrito un posible efecto de 
la  longitud del  dominio  N-terminal  de  un f-TM en  su orientación  respecto  a  la 
membrana  (Denzer,  A.J.,  et  al.,  1995).  Así  pues,  es  posible  que  exista  una 
contribución  de  la  longitud  de  dominios  extremembranosos  en  la  topología  de 
proteínas  de  membrana.  En  el  caso  de  p9,  la  longitud  del  N-t  se  reduce  a  5 
aminoácidos, en cambio el dominio C-t contiene 28 aminoácidos. Para estudiar un 
posible efecto de la longitud del dominio C-t de p9 como determinante topológico 
se diseñaron experimentos de transcripción/traducción in vitro con la fusión p9-P2 
(140) en la que se incremento la longitud del dominio C-t en 53 aminoácidos. En 
este caso el dominio C-t presenta dos posibles dianas de glicosilación, una derivada 
de la propia secuencia de p9 (NSS) y una segunda presente en el dominio P2 de Lep 
(NST).  Paralelamente  al  estudio  de  la  longitud  del  dominio  C-t,  este  diseño 
experimental permite estudiar el efecto de la presencia de varias secuencias diana 
de glicosilación en la topología de la proteína,  factor que también se ha descrito 
como posible determinante topológico de proteínas de membrana (Goder, V., et al., 
1999). Estos experimentos se llevaron a cabo con la secuencia salvaje de p9 (ALS) y 
con el mutante (EEE) utilizado en el capítulo 1, como control de glicosilación. Tal y 
como se observa en la Figura R.3.6 (carrera 1), la traducción in vitro de la fusión p9-
P2 (p9 silvestre) de 140 aminoácidos con dos dianas de glicosilación muestra que el 
10%  de  moléculas  presentan  doble  glicosilación,  un  5%  presentan 
monoglicosilación  y  el  85%  de  la  quimera  no  presenta  modificación  por 
glicosilación.  Por tanto,  el  incremento de la  longitud del  C-t no afecta de forma 
significativa a la topología de p9. Para estudiar si este incremento en los niveles de 
glicosilación son producto de la presencia de dos dianas de glicosilación se eliminó 
la secuencia consenso de glicosilación derivada de Lep (NST → LIG) (NSS/LIG). En 
este caso prácticamente el 90% de moléculas no presentan glicosilación (carrera 3). 
Por tanto, estos resultados apuntan a un leve efecto la presencia de varias dianas de 
glicosilación en la translocación del dominio C-terminal al lumen del RE, al tiempo 
que descartan un efecto de la longitud del extremo C-t en su translocación.
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R.3.4.- EFECTO DE LA HIDROFOBICIDAD DE TM1.
Tal y como se comentaba al inicio del capítulo, otro de los factores que contribuye 
en  la  orientación  de  proteínas  de  membrana  en  la  bicapa  lípidica  es  la  propia 
hidrofobicidad de los f-TMs. Se ha observado que hélices TM con un alto contenido 
en  aminoácidos  hidrofóbicos  presentan  mayor  tendencia  a  una  orientación  N-t 
luminal, mientras que las que presentan un menor carácter hidrofóbico orientan su 
extremo N-t hacia el citoplasma (Whalberg, J.M., Spiess, M., 1997), (Eusebio, A.,  et  
al., 1998), (Rosch, K.,  et al., 2000). El efecto de esta propiedad en el establecimiento 
de la  topología  de las  proteínas  de membrana todavía se desconoce,  pero se ha 
propuesto la existencia de cierto dinamismo inicial en la orientación del primer f-
TM de la proteína, de manera que, asumiendo una topología inicial N-t luminal, los 
f-TM  más  hidrofóbicos  interaccionarían  prontamente  con  los  lípidos  de  la 
membrana  de  manera  más  estable  particionando  con  esa  topología  inicial  N-t 
luminal. En cambio los f-TM menos hidrofóbicos presentarían mayor tendencia a 
reorientarse en el canal del translocón, favoreciéndose la orientación opuesta N-t 
citoplasmática (Goder, V, Spiess, M., 2001).
En el caso de p9, dado que ambos f-TM son capaces de insertarse en las 
membranas  independientemente  de  la  longitud  del  dominio  que  los  separa,  es 
posible que la hidrofobicidad de los propios fragmentos determine de algún modo 
su orientación en la membrana. Utilizando el programa Membrane Protein Explorer 
(MPEx) (http://blanco.biomol.uci.edu/mpex/) se calcularon las  hidrofobicidades 
correspondientes  a  las  secuencias  de  los  fragmentos  TM1  y  TM2  de  p9.  Este 
programa  se  basa  en  las  escalas  de  hidrofobicidades  de  cada  uno  de  los 
aminoácidos en medios acuosos, en interfases y en octanol, que simula el ambiente 
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Figura R3.6: Efecto de la longitud y de la presencia de varias dianas de glicosilación 
del dominio C-t de p9.
Se indican las dianas de glicosilación presentes en cada construcción procedentes de p9 
(NSS)  y  del  dominio  P2  de  Lep  (NST/LIG).  Los  experimentos  de 
transcripción/traducción in vitro se llevaron a cabo con la proteína salvaje (ALS) y con 
el mutante EEE como control de glicosilación.  Las formas no glicosiladas se indican 
como círculos blancos, las formas monoglicosiladas con un círculo negro y las formas 
doblemente  glicosiladas  con  dos  círculos  negros.  En  las  carreras  1-4  se  muestran 
variantes de 140 aminoácidos, y en las carreras 5-6 de 87 aminoácidos.
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apolar de la membrana. Así en función de la naturaleza de la secuencia introducida 
en el programa se computa un valor de coste energético de dicha secuencia para 
particionar de un medio acuoso a uno apolar,  dando una idea de la tendencia a 
interaccionar  establemente  con  la  membrana,  dicho  en  otras  palabras,  de  la 
hidrofobicidad de la secuencia. 
Como se ha comentado anteriormente, para la secuencia de TM1 de p9 se 
obtuvo un valor de ∆Gwoct  -  ∆Gwif  = –4.41 kcal/mol y un valor ligeramente inferior 
para  TM2  de –3.67  kcal/mol.  Ambos  fragmentos  presentan  una  hidrofobicidad 
media, lo que significa que las proteínas de membrana nativas suelen presentar en 
sus  f-TM valores  de  hidrofobicidad  consistentemente  superiores,  lo  cual  podría 
explicar una orientación N-t citoplasmática, tal y como se ha argumentado arriba y 
se ha propuesto para otras proteínas estudiadas. Así, se diseñó un mutante en el 
que se insertaron tres resíduos hidrofóbicos Leu-Ile-Leu en mitad de TM1 entre los 
aminoácidos  Thr15  y  Gly16  (p9-LIL),  de  manera  que  la  hidrofobicidad  se 
incrementó hasta un valor de –6.55 kcal/mol (Figura R.3.7A). Los experimentos de 
transcripción/traducción  in  vitro de  este  mutante  no  revelaron  banda  de 
glicosilación alguna (Figura R.3.7B, comparar carreras 2 y 4), a diferencia de lo que 
se ha observado en los otros casos anteriormente mencionados. Las digestiones con 
PK generan  la  horquilla  de  6.5  kDa  (triángulos  blancos),  tal  como ocurre  en  la 
proteína silvestre,  corroborando así  la orientación N-t/C-t citoplasmática de este 
mutante.  Por  tanto,  la  hidrofobicidad  intrínseca  de  TM1  no  parece  afectar  a  la 
orientación N-t citoplasmática del propio fragmento.
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Resultados
Para  estudiar  si  podía  existir  una  posible  distribución  preferencial  de 
aminoácidos a lo largo de la secuencia de TM1, se diseñaron unas quimeras en las 
que TM1 fue sustituido por secuencias hidrofóbicas que en sus contextos naturales 
tuviesen la orientación opuesta a TM1. En concreto, se sustituyó por la secuencia 
del  primer  f-TM de Lep,  H1 (p9-H1),  por  la  secuencia  hidrofóbica  del  f-TM de 
glicoforina  A (p9-GpA) o bien por el  propio fragmento TM2 (TM2TM2)  (Figura 
R.3.7A).  Los tres f-TM  presentan una orientación N-t luminal en sus respectivos 
contextos  y  su  topología  e  inserción  en  la  membrana  se  conoce  en  detalle.  H1 
presenta un valor de hidrofobicidad –5.36 kcal/mol, y GpA-TM de –6.27 kcal/mol, 
ambos ligeramente superior al de TM1 de p9, aunque menor que el que presenta el 
mutante p9-LIL anteriormente descrito. Por otro lado, la hidrofobicidad de TM2 es 
semejante a la de TM1 tal y como se ha discutido anteriormente, aunque presenta 
una  orientación  opuesta.  Los  resultados  de  los  experimentos  de  transcripción/ 
traducción in vitro de p9-H1 y p9-GpA revelan un ligero aumento de los niveles de 
glicosilación de la proteína en un 9-10%, a diferencia del mutante p9-LIL en el que 
no se pudo detectar  banda de glicosilación,  a  pesar  de tener  un mayor  carácter 
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Figura R.3.7: Efecto de la hidrofobicidad del primer f-TM en p9
A. Se muestran las secuencias de aminoácidos de los fragmentos utilizados para sustituir o 
modificar  el  TM1  de  p9.  A  la  derecha  se  indican  los  valores  de  hidrofobicidad  que 
corresponden a cada uno de ellos. En negrita se han señalado los resíduos insertados en TM1 
para la obtención del mutante p9-LIL. En fucsia se indican los resíduos aromáticos presentes 
en las  secuencias  utilizadas.  B.  La proteína p9 silvestre  (carreras  1-3),  los  mutantes  p9-LIL 
(carreras  4 y 5),  p9-H1 (carreas  6 y 7)  y p9-GpA (carreras  8 y 9)  se  tradujeron  in  vitro en 
ausencia (-) o presencia (+) de microsomas.  Una alícuota de cada una de las muestras fue 
sometida  a  una  digestión  con  PK  según  se  indica.  Las  muestras  fueron  sedimentadas  y 
visualizadas mediantes electroforesis en gradiente. Las formas glicosiladas y no glicosiladas se 
indican como círculos negros y blancos, respectivamente. Los productos de la digestión con 
PK se muestra con triángulos vacíos.
Determinantes topológicos
hidrofóbico (Figura R.3.7B,  comparar carreras 2, 4, 6 y 8). Sin embargo, como se 
deduce  de  estos  resultados  experimentales,  la  mayor  parte  de  las  moléculas 
adoptan una tolopogía N-/C-t citoplasmática tal y como confirman los resultados 
de  las  digestiones  con  PK,  en  las  que  de  nuevo  se  obtiene  principalmente  la 
horquilla  de  6.5  kDa  (Figura  R.3.7B,  comparar  carreras  3,  5,  7  y  9,  triángulos 
blancos).
Previamente al estudio de la quimera TM2-TM2 se realizó un análisis de la 
capacidad de direccionamiento a membranas del segundo f-TM de p9. Este análisis 
previo era necesario, ya que cabía la posibilidad de que esta segunda hélice no fuera 
reconocida  por  la  maquinaria  celular  de  inserción  en  membranas.  Para  ello  se 
diseñó una construcción en la que los dominios TM2 y C-t de p9 se fusionaron al 
domino  P2  de  Lep  (TM2-P2)  (Figura  R.3.8,  carreras  1-3).  Los  experimentos  de 
transcripción/traducción  in  vitro de esta quimera  ponen de manifiesto  que TM2 
contiene información suficiente para dirigir  esta quimera a las membranas,  tal y 
como demuestra los resultados de la extracción alcalina (Figura R.3.8,  comparar 
carreras 1 y 2). Además, la digestión con PK de la proteína quimérica demuestra 
una topología N-t luminal, puesto que el tamaño molecular de P2 es 27kDa, y como 
puede observarse,  la digestión con PK no genera ninguna banda de este tamaño 
molecular,  lo  que  significa  que  este  dominio  no  se  transloca  al  interior  de  los 
microsomas a pesar de la moderada hidrofobicidad de TM2. De forma que TM2 en 
ausencia  de  TM1  dirige  las  quimeras  a  la  membrana  y  además  adopta  su 
orientación nativa evitando la translocación del extremo C-t de la proteína.
De la misma manera, la extracción alcalina de la quimera TM2-TM2 (en la 
que TM2 sustituye a TM1) demuestra que esta quimera se inserta de forma estable 
en las membranas microsomales (Figura R.3.8,  comparar  carreras 4 y 5).  En este 
caso  la  digestión  con  PK  revela  una  orientación  N-/C-t  citoplasmática  de  la 
quimera, dado que se digiere el dominio C-t de la proteína (Figura R.3.8, comparar 
carreras 5 y 6). El hecho de que en este caso TM2 en primera posición (TM2-1) no 
adopte  su  orientación  N-t  luminal  sugiere  un  mayor  peso  específico  de  la 
combinación TM2-Ct en la determinación topológica de p9. 
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Para  demostrar  directamente  la  capacidad  de  TM2  de  funcionar  como 
secuencia  señal  se  llevaron  a  cabo  experimentos  de  foto-entrecruzamiento 
utilizados  en  el  apartado  2.3 con  la  quimera  TM2-TM2.  Se  introdujo  un  codón 
ámbar en mitad del primer TM2, en este caso en la posición TAG13 y se diseñaron 
experimentos de foto-extrecruzamiento con truncados de 70 aminoácidos (Figura 
R.3.9). Los resultados demuestran la interacción entre esta quimera y la SRP. Los 
niveles  del  aducto  formado  son  equivalentes  a  la  interacción  detectada  con  la 
proteína silvestre (Figura R.3.9, comparar carreras 2 y 4). Por tanto, la secuencia de 
TM2 es  susceptible  de  ser  reconocida  por  la  SRP de  forma  análoga  a  como se 
reconoce TM1.
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Figura R.3.8: TM2 de p9 contiene información para la inserción en membranas.
A. Las construciones TM2-C-t-P2 y TM2-TM2-C-t-P2 se tradujeron in vitro en ausencia y presencia 
de  membranas  según  se  indica.  Una  alícuota  de  las  muestras  traducidas  en  presencia  de 
microsomas  fue  sometida  a  una  extracción  alcalina  para  analizar  el  grado  de  asociación  a 
membranas de las proteínas quiméricas (carreras 2 y 5). El resto de la muestra se trató con PK 
para estudiar la topología de la proteína (carreras 3 y 6).  B.  Modelo de la posible topología de 
cada una de las construcciones derivada de los resultados de PK mostrados en la sección A.
1        2       3       4       5        6
30
21.5
TM2-Ct-P2 TM2TM2-Ct-P2
membranas - + + - + +
- - + - - +1 µg/ml PK
citosol
lumen RE
TM2-Ct-P2 TM2TM2-Ct-P2
A
B
Determinantes topológicos
Además se analizó la  interacción de esta quimera con la maquinaria de 
translocación  mediante  experimentos  de  foto-entrecruzamiento.  De  manera  que 
cadenas nacientes truncadas de longitudes crecientes con la sonda foto-activable en 
posición  TAG13  se  sometieron  a  luz  UV  y  posterior  inmunoprecipitación  con 
anticuerpos anti-Sec61α (Figura R.3.10A). Los resultados muestran una interacción 
permanente de TM2-1 con el translocón durante el proceso de inserción a partir de 
las RCNs de 70 aminoácidos.  De nuevo esta interacción se observa hasta que se 
completa la síntesis de la proteína (Figura R.3.10B), resultado similar al obtenido 
con la proteína p9 silvestre (apartado 2.3).  De la misma manera la partición a la 
membrana de esta  quimera  está mediada  por la  proteína  asociada  al  translocón 
TRAM tal  y  como  demuestran  los  experimentos  de  foto-extrecruzamientos  y 
posterior inmunoprecipitación con anticuerpos anti-TRAM (Figura R.3.10C). 
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Figura R.3.9: Foto-entrecruzamiento entre p9-TM2TM2 y la SRP. 
A. Esquema de la construcción TM2TM2 utilizada para los experimentos de foto-
entrecruzamiento. Con la estrella se simboliza la posición de la sonda fotoactivable 
(TAG13). Las flechas indican los oligonucleótidos utilizados para la obtención del 
truncado de 70 aminoácidos.  B.  Una única sonda foto-activable (esfera púrpura) 
fue  incorporada  estratégicamente  en  mitad  del  primer  TM2  mediante  la 
introducción de un codón ambar en la posición 13 (carreras 3 y 4). Los complejos 
ribosoma-cadena  naciente  que  contenían  cadenas  nacientes  radiactivas  de  70 
aminoácidos  fueron  sintetizadas  en  presencia  de  εANB-Lys-tRNAamb o  de  su 
análogo no reactivo Lys-tRNAamb según se indica. En las carreras 1 y 2 se muestran 
los controles de interacción de p9 silvestre. Todas las carreras presentan 40nM de 
SRP
Resultados
El conjunto de estos resultados demuestra que TM2 contiene información 
para  ser  reconocido  por  las  maquinarias  de  direccionamiento  y  translocación 
celulares  de  forma  independiente  de  TM1.  Además  la  quimera  p9-TM2TM2  se 
inserta  de  forma  estable  en  las  membranas  con  una  topología  N-t/C-t 
citoplasmática de forma similar  a la  proteína silvestre.  Estos resultados  sugieren 
que  la  proteína  contiene  la  información  requerida  para  su  integración  en  las 
membranas del RE repartida entre los dos f-TM, TM1 y TM2, posiblemente para 
asegurar la localización citoplasmática del dominio C-t de p9. 
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Figura  R.3.10: Sec61α  y  TRAM  median  la  integración  de  la  quimera  p9-TM2TM2  en  la 
membrana. 
A. Organización estructural de la proteína quimérica de p9 TM2TM2. Se obtuvieron complejos 
RNC que contenían cadenas nacientes de distintas longitudes (60-140 aminoácidos) y una única 
sonda foto-activable en el primer TM2 en la posición 13. Las muestras fueron fotolizadas en 
presencia de membranas y se dividieron en dos alícuotas.  Los fotoaductos obtenidos fueron 
purificados mediante inmunoprecipitación con un suero anti-Sec61α (B) y anti-TRAM (C) y 
posteriormente  analizados  mediante  electroforesis  SDS-PAGE.  El  corchete  indica  los 
fotoaductos inmunoprecipitados
Determinantes topológicos
En  este  apartado  se  planteaba  la  posible  influencia  de  la  moderada 
hidrofobicidad de los f-TM de p9 como determinantes  de la  orientación N-t/C-t 
citoplasmática de la proteína. Sin embargo, el incremento del carácter hidrofóbico 
de TM1 con la inserción de tres aminoácidos apolares en esta hélice no produjo una 
alteración en la topología original de la proteína. En cuanto a la sustitución de este 
fragmento por otras secuencias hidrofóbicas que adoptan una orientación opuesta 
en sus proteínas nativas, se observó un efecto moderado sólo en las quimeras p9-H1 
y  p9-GpA.  El  análisis  detallado  de  las  secuencias  de  estas  quimeras  permite 
observar  que  tanto  en  el  fragmento  H1  de  Lep  como  el  f-TM  de  GpA  existen 
aminoácidos aromáticos en sus extremos C-t (Figura R.3.7A). H1 contiene un Trp 
mientras que GpA contiene una Tyr. Así pues se planteó un estudio de la influencia 
de resíduos aromáticos en la topología de p9. 
R.3.5.- EFECTO DE LA PRESENCIA DE AMINOÁCIDOS AROMÁTICOS.
La distribución de los resíduos de aminoácidos en las regiones transmembranales 
de  las  proteínas  de  membrana  es  una  de  las  cuestiones  básicas  que  se  están 
abordando en este área de investigación tanto con aproximaciones experimentales 
(Killian,  J.A.,  von  Heijne,  G.,  2000)  como  con  herramientas  computacionales 
(Ulmschneider,  M.B., Sansom, M.S.P.,  2001).  En este sentido, recientemente se ha 
descrito la existencia de un sesgo en la distribución de aminoácidos aromáticos en 
la  interfase  de  los  f-TMs  (Granseth,  E.G.,  et  al.,  2005).  Aunque  este  tipo  de 
aminoácidos presentan una tendencia a localizarse en la interfase de la membrana, 
como evidencia el análisis de las estructuras de proteínas de membrana resueltas 
(revisado  en  Lee,  A.G.,  2003),  la  translocación  de  dominios  que  contienen 
aminoácidos  aromáticos  no  está  igualmente  favorecida  termodinámicamente 
respecto a aquellos dominios que carecen de este tipo de resíduos (Higy, M., et al., 
2005).  Así,  la  Tyr  es  el  aminoácido  que  experimentalmente  presenta  mayor 
reticencia  a  la  translocación,  de  manera  que  exhibe  una  clara  tendencia  a  una 
localización  citoplasmática.  Mientras  que  comparativamente  la  translocación  de 
otro resíduo aromático como Phe se encuentra menos desfavorecida, lo cual sugiere 
un comportamiento genuino para el caso de la Tyr. 
Al analizar la secuencia de p9 se aprecia la presencia de tres resíduos de 
Tyr  prácticamente  consecutivos  en  las  posiciones  Tyr66,  Tyr67  y  Tyr69  a  una 
distancia  próxima  del  C-t  de  TM2  (Figura  R.3.13A).  Dado  que  los  estudios 
mencionados  en  el  párrafo  anterior  atribuyen  una  reticencia  consistente  de  los 
resíduos  de  Tyr  a  ser  translocados,  se  planteó  la  posibilidad  de  estudiar  la 
participación  de  las  tres  Tyr  de  p9  en  su  topología.  Para  ello  se  tomaron  dos 
mutantes  de  p9  previamente  estudiados  en  los  que  se  había  observado  alguna 
alteración en el equilibrio entre las especies con distinta topología. En este caso se 
utilizaron  los  mutantes  p9-28K329  y  p9-H1.  Sobre  éstos  se  sustituyeron  los  tres 
resíduos de Tyr por tres Met, resíduo que no presenta ningún impedimento para su 
translocación.  En  los  experimentos  de  transcripción/traducción  in  vitro, ambos 
mutantes muestran un incremento de glicosilación muy similar y del orden de 30% 
(Figura R.3.11). Los resultados de las digestiones con PK confirman que las formas 
glicosiladas de estos mutantes presentan una topología invertida N-/C-t luminal. 
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De las  formas no glicosiladas  se origina  la  horquilla  de 6.5  kDa (Figura  R.3.11, 
carreras  3  y  6,  triángulos  blancos).  Además  en  ambos  casos  de  las  formas 
glicosiladas se generan un fragmento de 7.5 kDa (carrera 3 y 6, triángulos negros) 
que  corresponderían  a  la  forma  glicosilada  de  TM2-C-t.  De  estos  resultados  se 
puede  concluir  que los  resíduos  de  Tyr  localizados  en  el  C-t  de  p9  tienen  una 
contribución significativa en la determinación de la topología de la proteína, mucho 
mayor que los parámetros analizados previamente. 
Para  estudiar  la  contribución  de  estos  resíduos  aromáticos  en  la 
translocación  del  C-terminal  de  la  proteína  de  forma  independiente  de  otros 
determinantes topológicos se introdujeron los cambios Y3/M3 en una construcción 
en la que se ha prescindido del primer f-TM de la proteína, es decir en la variante 
TM2-C-t-P2  (Figura  R.3.12A).  La  expresión  in  vitro de  esta  construcción  en 
presencia de membranas y de 35S-Met revela una reversión de la proteína cuando se 
eliminan las Tyr, mostrando en ese caso una orientación N-t citoplasmática y C-t 
luminal de TM2 (Figura R.3.12B, comparar carreras 2 y 5), como demuestra la doble 
glicosilación de la proteína. Estas bandas además son resistentes a la PK, lo que se 
correlaciona con la ubicación luminal del dominio C-t (Figura R.3.12B,  comparar 
carreras 3 y 6). Por tanto, estos experimentos demuestran que la presencia de los 
resíduos de Tyr ejercen un papel principal en evitar la translocación del dominio C-
t de p9, lo que probablemente resulte esencial para la función de esta MP en el ciclo 
infectivo del virus. 
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Figura R.3.11: Efecto de los resíduos de Tyr en los mutantes 28K329 y p9-H1
Los tres mutantes se tradujeron en ausencia y presencia de microsomas según se indica. Se 
tomó una alícuota de las muestras traducidas en presencia de membranas para la digestión 
con PK. Las muestras fueron sedimentadas y analizadas mediante SDS-PAGE 16%. Los 
triángulos blancos representan formas no glicosiladas mientras que los negros representan 
formas glicosiladas. 
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R.3.6.- TOPOLOGÍA DE p9 DURANTE SU BIOGÉNESIS. 
En  el  apartado  anterior  se  ha  estudiado  la  contribución  del  dominio  C-t  a  la 
topología final de p9 y donde se ponía de manifiesto la importancia de los resíduos 
aromáticos en este proceso. Dado que la topología de una proteína de membrana se 
establece durante su proceso de inserción e integración, se planteó determinar si la 
orientación de TM1 se decide en los estadíos tempranos del proceso de inserción o 
si por el contrario depende de otras regiones sintetizadas con posterioridad al TM1. 
Para ello se diseñaron experimentos con mRNAs truncados de las quimeras p9-
lz75-N y  p9-lz75-Q,  anteriormente  descritas  (apartado  3.2.2),  que  permanecerán 
anclados al ribosoma debido a la ausencia de codón de parada en el extremo 3' del 
mRNA. En estas quimeras cabe recordar que ambos f-TM están separados por un 
lazo  de  75  aminoácidos  que  contiene  una  diana  de  glicosilación  en  la  primera 
quimera y que, como se describió anteriormente, está ausente en la segunda. Estas 
construcciones  permiten  estudiar  la  topología  de  TM1,  monitorizada  mediante 
glicosilación del lazo, antes de que TM2 haya accedido al translocón. Así pues, sólo 
se  observará  glicosilación  de  los  truncados  en  el  caso  de  que  TM1  adopte  su 
orientación  N-t  citoplasmática  previa  a  la  biosíntesis  completa  de  la  proteína  y 
exista  una distancia  mínima requerida  para  que la  OST incorpore  los  restos  de 
azúcar a la diana, y sólo en el caso de que la diana se haya translocado al interior 
del lumen del RE. En la  Figura R.3.13  se muestra el esquema y la distribución de 
dominios de las quimeras utilizadas en estos experimentos. Se diseñaron cadenas 
nacientes  truncadas  de  98  aminoácidos  en  las  cuales  TM2  todavía  no  ha  sido 
sintetizado,  cadenas  de  111  aminoácidos  en  las  que  se  ha  sintetizado 
aproximadamente la mitad de TM2 y cadenas  de 131 resíduos en las que se ha 
sintetizado TM2 y parte del dominio C-t. 
Las  distintas  longitudes  de  los  truncados  se  generaron  mediante  PCR 
(Figura  R.3.13,  flechas).  Los  productos  de PCR se  transcribieron  in  vitro para  la 
obtención de los mRNA truncados de forma similar a los descritos en el apartado 
2.2.  Estos  mRNA  fueron  traducidos  in  vitro durante  30  min  en  presencia  de 
membranas y de  35S-Met. Las muestras se separaron en dos alícuotas, una de las 
cuales  se  analizó  directamente  mediante  SDS-PAGE.  Mientras  que  la  otra  fue 
tratada con puromicina 2 mM para la liberación de la cadena naciente del ribosoma, 
como control  de  la  accesibilidad  de la  diana  de  glicosilación  a  la  OST.  De esta 
muestra tratada con puromicina se tomó de nuevo una alícuota que fue sometida a 
una digestión con PK. Las muestras se sedimentaron y se analizaron mediante SDS-
PAGE y posterior autorradiografía.
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Como se puede observar en la Figura R.3.14A las cadenas nacientes de 98 
aminoácidos,  en  las  que  todavía  no  se  ha  sintetizado  el  TM2  y  la  diana  de 
glicosilación  no  está  accesible  a  la  OST,  se  observa  que  menos  del  10%  de  las 
cadenas  se  encuentran  glicosiladas  (comparar  carreras  1  y  4).  Esta  modificación 
muy probablemente se debe a cadenas nacientes que por la manipulación de las 
muestras se liberan del ribosoma, ya que en truncados de esta longitud la diana de 
glicosilación  no  se  encuentra  accesible  al  centro  activo  de  la  OST, 
independientemente de la orientación que adopte TM1. Cuando se interrumpe la 
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Figura R.3.12: Esquema de las quimeras utilizadas para el estudio de la orientación de TM1 
durante el proceso de biosíntesis de p9
En líneas  realzadas se  indica  el  dominio  procedente  de la  proteína  BBE insertado para  el 
incremento de la longitud del lazo. La diana de glicosilación en posición 55 se indica mediante 
el símbolo. La quimera p9-lz75-Q carece de la Asn diana de glicosilación. Los números de la 
parte superior de cada uno de los  esquemas señalan posiciones  de aminoácidos.  Mediante 
flechas se muestran los oligonucleótidos utilizados para la obtención de las cadenas nacientes 
truncadas, cuya longitud se indica con los númeron en gris sobre las flechas. Los recuadros 
rosa que engloban los oligonucleótidos representan los  ~35 resíduos que quedan protegidos 
dentro del túnel del ribosoma en los experimentos con truncados mientras que los recuadros 
naranja simbolizan los ~20 aminoácidos protegidos por el translocón.
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Figura R.3.13: Contribución de los resíduos d  Tyr en la translocación del C-terminal.
A. Organización estructural de la quimera TM2-Ct-P2. Mediante líneas contínuas se indican las 
regiones  procedentes  de  p9,  mientras  que  el  dominio  P2  de  Lep  se  muestra  con  líneas 
discontínuas. Las dianas de glicosilación se indican con los símbolos en negro.Los círculos rosa 
representan los resíduos de Tyr presentes en la secuencia natural del C-t de p9 y que fueron 
sustituídos por Met para la obtención de la quimera TM2-Ct/ M3. B. Las quimeras TM2-Ct/ Y3 
y TM2-Ct/ M3 se tradujeron en ausencia y presencia de membranas según se indica. Se tomó 
una alícuota de las muestras traducidas en presencia de microsomas para la digestión con PK. 
Posteriormente las muestras fueron sedimentadas y analizadas mediante SDS-PAGE 12%. Las 
formas no glicosiladas se representan como círculos blancos, mientras que las formas mono-
glicosiladas y di-glicosiladas se indican como uno o dos círculos negros. 
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traducción de la proteína con puromicina, las cadenas se liberan del ribosoma, sin 
embargo el porcentaje de glicosilación no se incrementa (carreras 2 y 5). A pesar de 
ello  la  puromicina  provoca  el  desensamblaje  del  complejo  ribosoma-cadena 
naciente de la forma esperada, tal y como se muestra en la  Figura R.3.14  (flechas 
rojas). Este bajo rendimiento en la glicosilación se debe muy probablemente a que la 
OST, que incorpora los restos de azúcar de forma co-traduccional, es menos eficaz 
cuando las cadenas no se encuentran ancladas al ribosoma y los dominios que se 
translocan aumentan su dinamismo. Así pues, este 10% de glicosilación representa 
muy probablemente el porcentaje de moléculas que se desprenden ocasionalmente 
del  ribosoma en este tipo de experimentos.  Además estas cadenas  liberadas  son 
resistentes  a  las  digestiones  con  PK  y  por  tanto  corroboran  la  localización  N-t 
citoplasmática y luminal del lazo (carreras 3 y 6). Estos resultados apuntan a que 
TM1 adopta su orientación N-t citoplasmática incluso antes de que se sintetice TM2.
Cuando se traducen cadenas nacientes truncadas de 111 aminoácidos, en 
las  que tan sólo se ha  sintetizado parte del  TM2 y en las que la diana tampoco 
queda  ubicada  a  una  distancia  adecuada  del  centro  activo  de  la  OST  (Figura 
R.3.14B),  de  nuevo  sólo  se  observa  un  10%  de  glicosilación.  Sin  embargo,  este 
porcentaje se incrementa hasta un 60% cuando las cadenas se liberan artificialmente 
con puromicina (comparar carreras 2 y 3). En este caso probablemente la porción 
del fragmento de TM2 sintetizado favorecería su retención cerca de la membrana y 
como consecuencia aproximaría la diana de glicosilación al centro activo de la OST 
incorporando ésta los restos de azúcar. Las digestiones con PK genera un fragmento 
de unos 10 kDa. Este tamaño se correlaciona con cadenas que, desprendidas del 
ribosoma con puromicina, todavía no han translocado los dominios protegidos por 
el ribosoma y por tanto son susceptibles de ser degradados por la PK. 
Para  corroborar  que  efectivamente  TM1  adopta  la  topología  N-t 
citoplasmática  antes  de  que  TM2  acceda  al  translocón,  se  sintetizaron  cadenas 
nacientes de 131 resíduos (Figura R.3.14C). En estos truncados ya se ha completado 
la  síntesis  de  TM2  y  parte  del  dominio  C-t,  aunque  quedan  probablemente 
protegidos por el ribosoma durante el proceso de inserción, pero no así la diana de 
glicosilación. En este caso se puede observar que el 80 % de las cadenas se glicosilan 
y este porcentaje no se incrementa cuando se liberan artificialmente del ribosoma 
con puromicina (comparar carreras 2 y 3). Este resultado indica que TM1 adopta su 
topología  N-t  citoplasmática  antes  de  que  TM2  inicie  su  integración  en  las 
membranas. En este caso las digestiones con PK, al igual que en el caso anterior, 
dan lugar a fragmentos de 10 kDa, que podrían generarse a partir de cadenas que 
todavía no han translocado los dominios protegidos por el ribosoma.
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Figura  R.3.14:  Análisis  de  la  topología  de  TM1 durante  el  proceso  de  integración de  cadenas 
nacientes de las quimeras p9-lz75-N y p9-la75-Q
Cadenas nacientes truncadas de 98, 111 y 131 resíduos (A,  B y C respectivamente) se tradujeron in 
vitro en presencia de membranas. Una alícuota de las muestras fue tratada con puromicina tal como 
se  indica  y  parte  de  estas  muestras  tratadas  fue  sometida  a  una  digestión  con  PK.  Las  formas 
glicosiladas y no glicosiladas se indican con círulos negros y blancos respectivamente. Las flechas 
rojas señalan los complejos ribosoma-cadena naciente. En la parte derecha de la figura se muestran 
los esquemas de la topología de TM1 para cada longitud. La diana de glicosilación se indica con el 
símbolo gris cuando no está modificado y en negro cuando ha sido sustrato de la OST. Se indica la 
localización de la PK.
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Del conjunto de estos resultados se puede concluir que TM1 adopta su 
orientación N-t citoplasmática antes de que TM2 se encuentre en el canal del 
translocón. Por tanto, de forma adicional a lo que se ha expuesto en el apartado 3.4 
donde se demostraba la contribución del dominio C-t de la proteína en su topología 
final, el propio fragmento TM1 contiene información que dirige su propia inserción 
e integración en la membrana autónomamente.
Sin  embargo,  cabría  considerar  la  posibilidad  de  una  inversión  de  la 
topología  del  fragmento  durante  el  propio  proceso  de  inserción,  mientras 
permanece en el canal del translocón. Recientemente se ha descrito este fenómeno 
de  inversión  de  topología  en  f-TM  que  adoptan  una  orientación  final  N-t 
citoplasmática (Goder, V., Spiess, M., 2003). Así pues, no se puede descartar que los 
30  minutos  de  incubación  de  los  mRNA  truncados  con  los  extractos  y  las 
membranas sea un tiempo suficiente para que este fenómeno de inversión de la 
topología de TM1 tenga lugar. 
Para estudiar si TM1 puede estar sujeto a este proceso de inversión de su 
topología se diseñó una quimera en la que se fusionó al  dominio N-t de p9,  42 
aminoácidos que incluían una diana de glicosilación procedentes de la proteína BBE 
de la adormidera,  ya descrita anteriormente en el apartado 3.2 y el presente. De 
manera que esta quimera 47N-p9 presenta un dominio N-t de 47 resíduos con una 
secuencia consenso de glicosilación, adicional a la propia diana en el dominio C-t 
de p9 (Figura R.3.15A). Se generaron cadenas nacientes de 112 resíduos en las que 
TM1 es accesible al complejo de la SRP, mientras que TM2 y parte del dominio C-t 
quedan protegidos  en  el  túnel  del  ribosoma.  Según este  esquema experimental, 
observaremos  glicosilación  de  las  cadenas  nacientes  en  el  caso  que TM1 pueda 
adoptar  una  orientación  N-t  luminal  en  el  canal  del  translocón  y  por  tanto 
translocar el dominio N-t al lumen del RE. 
Tal  como  se  puede  observar  en  la  Figura  R.3.15B, cadenas  nacientes 
truncadas  de  112  aminoácidos  se  glicosilan  prácticamente  un  90%  (comparar 
carreras  1  y  6).  Este  porcentaje  de  glicosilación  no  se  incrementa  al  liberar  las 
cadenas del ribosoma con puromicina, indicando que se ha translocado el dominio 
N-t al lumen del RE durante el proceso de inserción (carreras 2 y 4). Los fragmentos 
resultantes de la digestión con PK podrían ser consecuencia de una translocación 
ineficaz de los dominios protegidos por el ribosoma, tal como se había postulado en 
los casos anteriores (carrera 3 y 5). 
137
Resultados
De estos resultados se puede concluir que TM1 es capaz de adoptar una 
orientación N-t luminal en el canal del translocón, al menos cuando está precedido 
por  un  dominio  translocable.  Por  tanto,  estos  datos  no  permiten  descartar  un 
posible  fenómeno  de  inversión  de  la  topología  de  TM1 durante  su  proceso  de 
inserción en membranas. Que exista o no este fenómeno de inversión del primer f-
TM con la secuencia silvestre de la proteína resta todavía por caracterizar.
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Figura  R.3.15:  Translocación  del  dominio  N-t  de  p9  durante  su  proceso  de  inserción  en  la 
membrana
A. Esquema de la quimera 47N-p9. Al extremo N-t de p9 se ha fusionado un dominio luminal de BBE, 
que  contiene  una secuencia  consenso  de glicosilación  (posición  ).  La  quimera  47Q-p9 se  obtuvo 
sustituyendo la Asn (N) de la secuencia consenso por una Gln (Q). Mediante un rectángulo se indican 
los dominios protegidos por el túnel del ribosoma para cadenas nacientes de 112 resíduos.  B. Las 
cadenas  nacientes  de  112  resíduos  de  las  quimeras  47N-p9  y  47Q-p9  se  tradujeron  in  vitro en 
presencia  de membranas según se  indica.  Una alícuota  de las  muestras  traducida se  incubó con 
puromicina y parte de ésta fue tratada con PK durante 30 min en hielo. Las muestras se sedimentaron 
y se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior autorradiografía.
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Discusión
D.1.- p9  SE  ASOCIA  A  LA  MEMBRANA  DEL  RE  DE  FORMA 
TRANSMEMBRANAL  CON  UNA  ORIENTACIÓN  N-t/C-t 
CITOPLASMÁTICA
El mecanismo del transporte célula-a-célula de los virus de plantas todavía se 
desconoce  en  detalle.  A partir  de  los  resultados  de  los  estudios  celulares  y 
bioquímicos  de  las  MPs,  se  ha  propuesto  que  estas  proteínas  participarían 
activamente  en este proceso mediante  la  formación  de complejos  MP-vRNA 
asociados  a la  membrana del  RE. A través del  citoesqueleto estos complejos 
serían  transportados  intracelularmente  hacia  los  plasmodesmos  donde  estas 
proteínas provocarían un aumento del  diámetro del  canal  del plasmodesmo, 
permitiendo así la translocación del vRNA a las células adyacentes y extender 
la  infección  a  otras  regiones  de  la  planta.  En  este  sentido,  el  sistema  de 
endomembranas en general, y el RE en particular, juega un papel importante 
en  el  transporte  intracelular  de  los  complejos  MP-vRNA  hacia  los 
plasmodesmos,  y además éste es un fenómeno ampliamente observado para 
MPs pertenecientes a distintas familias virales.  Sin embargo, la asociación de 
los  componentes  virales  con  las  membranas  celulares  es  un  aspecto  poco 
explorado. Asímismo, el significado biológico de esta interacción entre las MPs 
y  el  RE  todavía  no  se  ha  establecido  claramente.  La  conexión  entre  el 
plasmodesmo y los desmotúbulos, sugiere que los virus necesitarían modificar 
el diámetro del plasmodesmo a través de la interacción entre la MP y el RE para 
posibilitar el movimiento intercelular del vRNA. Así pues, uno de los objetivos 
iniciales  de  la  presente  tesis  fue  abordar  el  estudio  y  caracterización  de  la 
asociación de la MP p9 del virus del CarMV a la membrana del RE (Vilar, M., et  
al.,  2002).  Tal  y  como  muestran  los  experimentos  de  traducción  in  vitro y 
posterior  extracción  alcalina,  la  proteína  se  asocia  de  forma  integral  en  las 
membranas  del  RE.  Esta  interacción  tiene lugar  a  través  de  sus  dos  hélices 
hidrofóbicas TM1 y TM2, de manera que la proteína orienta sus extremos N-t y 
C-t hacia el citoplasma. p9 constituye uno de los pocos ejemplos de MP, cuya 
asociación a la membrana del RE se ha caracterizado desde el punto de vista 
bioquímico.  El  alineamiento  de  las  secuencias  de  las  MPs  de  los  virus  del 
género  Carmovirus revelan  que  las  regiones  hidrofóbicas  se  encuentran 
conservadas con una homología de secuencia entre el 40-50% en cada hélice. 
Por tanto, es posible que proteínas de otros virus de plantas se comporten de 
manera similar a p9. Estudios similares se han llevado a cabo con una de las 
MP del virus X de la patata (Krishnamurthy, K.,  et al., 2003) o con la MP de 6 
kDa codificada por el virus del amarilleo de la remolacha, que pertenece a la 
familia  Closteroviridae (Peremyslov, V.V., et al.,  2004). En estos casos, las MPs 
también  se  asocian  de  forma  integral  con  las  membranas  del  RE,  pero 
solamente a través de un único f-TM. Sin embargo, sería necesario extender este 
tipo de análisis a MPs de otras familias virales para analizar si esta asociación 
integral observada en p9 y en p6, sería generalizable a MP de otros virus de 
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plantas. Por ejemplo, en el caso del TMV, que sólo codifica una única MP de 30 
kDa,  se  asume  un  comportamiento  integral  de  membrana  por  su  carácter 
helicoidal y estudios de protección a proteasas en presencia de micelas de SDS, 
sin embargo, en experimentos de traducción in vitro de esta MP revelan que la 
proteína no se asocia a membranas microsomales (Heinlein, M., et al., 1998). Por 
tanto,  es  posible  que  el  mecanismo  de  asociación  de  esta  proteína  a  las 
membranas  del  RE sea  distinto  al  de  p9.  Así  pues,  la  caracterización  de  la 
asociación de otras MPs a las membranas del RE nos daría información acerca 
de comportamientos alternativos en el proceso de asociación de los complejos 
MP-vRNA  a  las  membranas  del  RE,  observado  en  la  mayoría  de  estudios 
celulares realizados con MPs de virus pertenecientes a familias virales diversas.
D.2.- LA BIOGÉNESIS DE p9 ESTÁ MEDIADA POR LA MAQUINARIA DE 
DIRECCIONAMIENTO E INSERCIÓN CELULARES
D.2.1.- El complejo de la SRP dirige a p9 a la membrana del RE
La  biogénesis  de  las  MPs y  el  mecanismo que dirige  la  asociación  de  estas 
proteínas al RE es otro de los enigmas de este complejo transporte intercelular 
del  vRNA. Hasta el  momento no se habían identificado señales consenso de 
direccionamiento a un sistema de endomembranas concreto en ninguna MP. En 
el caso de p9, se ha demostrado en la presente tesis que la proteína contiene 
información  suficiente  para  dirigirse  e  insertarse  de  forma  estable  en  las 
membranas del RE. Los resultados de entrecruzamiento demuestran que p9 es 
una  proteína  que  se  comporta  como  una  verdadera  proteína  integral  de 
membrana. Inicialmente, el elevado contenido en aminoácidos hidrofóbicos que 
presenta hizo que nos planteásemos la posibilidad de estudiar si su biogénesis 
podría  estar  asociada  a  las  membranas  celulares,  tal  como  ocurre  con  las 
proteínas de membrana de la célula, o bien si por su condición de proteína viral 
podría  integrarse  en  las  membranas  de  forma  espontánea,  como  se  había 
descrito para proteínas de membrana de la cubierta de los bacteriófagos M13 y 
Pf3 (Samuelson, J.C.,  et al., 2001), (Chen, M.,  et al., 2002). En el caso de p9, los 
resultados  demuestran  que  esta  proteína  explota  la  maquinaria  celular 
responsable del direccionamiento e inserción de proteínas en la membrana del 
RE. Así pues,  la proteína es reconocida por la SRP a través de la subunidad 
SRP54,  y  dirige  p9  a  las  membrana  del  RE  donde  se  completa  su  síntesis 
insertándose  en  la  membrana  de  forma  co-traduccional.  La  SRP  reconoce 
secuencias  hidrofóbicas  posicionadas  en  el  extremo N-t  de  los  polipéptidos 
nacientes y en este sentido, la hélice TM1 de p9 funciona como secuencia señal 
reconocida por este complejo ribonucleoproteico. Además la localización N-t de 
TM1 asegura una inserción co-traduccional, evitando así posibles agregaciones 
de  la  proteína  mediada  por  interacciones  hidrofóbicas.  Asímismo,  se  ha 
demostrado el  requerimiento  de la  SRP para  el  direccionamiento de p9 a la 
membrana del RE, ya que la proteína es incapaz de asociarse a las membranas 
en ausencia de este complejo ribonucleoproteico. 
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D.2.2.- La  integración  de  p9  en la  membrana  del  RE sigue  un mecanismo 
concertado
Una vez en la  membrana del  RE, el  complejo  Sec61  es el  responsable  de la 
inserción  de  ambos  f-TM  de  p9  en  la  membrana  del  RE.  Los  resultados 
obtenidos apuntan a un mecanismo de inserción concertado en el que ambas 
hélices  particionan  a  la  membrana  conjuntamente  como una  horquilla.  Esta 
situación se ajusta al modelo propuesto para el proceso de partición de f-TM 
desde el poro acuoso del translocón a la membrana del RE. Este modelo se basa 
en los datos estructurales del complejo Sec61 obtenidos recientemente y según 
los cuales, el poro del canal podría alcanzar un diámetro máximo de 15-20  Å 
(van den Berg, et al., 2004). Estas dimensiones son lo suficientemente reducidas 
como para que, durante el proceso de inserción de una proteína politópica, sólo 
pueda albergar en su interior uno o como máximo dos f-TM simultáneamente. 
Esta partición conjunta de ambos f-TM de p9 podría estar potenciada por la 
presencia  de  un  lazo  de  corta  longitud  que  separa  ambas  hélices.  Los 
experimentos  de  foto-entrecruzamiento  e  inmunoprecipitaciones  frente  a 
Sec61α con  la  quimera  p9-LL  refuerzan  esta  posible  explicación.  En  esta 
quimera el incremento de la longitud del lazo promueve la pérdida de contacto 
de  los  f-TM con  el  complejo  Sec61  en  cadenas  nacientes  de  larga  longitud, 
indicando la posible partición de los f-TM a la membrana antes de que finalice 
la  síntesis  de  la  proteína.  Sin  embargo,  los  resultados  de  las 
inmunoprecipitaciones frente a TRAM obtenidos con esta quimera demuestran 
que, aunque los f-TM pierden contacto con Sec61α con la longitud de la cadena 
naciente,  permanecen  adyacentes  al  translocón  a  través  de  TRAM.  Estos 
resultados confirman la partición conjunta de la horquilla de p9 a la membrana 
independientemente de la distancia entre las dos hélices. Por tanto, la longitud 
de esta región no determina, en el caso de p9, este mecanismo de integración 
concertado.
D.2.3.- La proteína TRAM participa en el proceso de integración de p9 en la 
membrana del RE
Uno de los resultados más relevantes de la presente tesis es el papel de TRAM 
en el proceso de integración de p9 en la membrana del RE, ya que esta proteína 
es esencial en la translocación de proteínas de secreción pero sólo participa en 
la biogénesis de ciertas proteínas de membrana. En el caso de las proteínas de 
secreción, se ha postulado una función chaperona o de proteína intermediaria 
en la  translocación  de secuencias  señales  poco hidrofóbicas  (Voigt,  S., et  al., 
1996), (Hedge, R.S., et al., 1998), que en ese caso deben particionar parcialmente 
a  la  membrana  para  ser  sustratos  de  la  peptidasa  del  péptido  señal.  Sin 
embargo,  todavía  se  desconoce  el  papel  de  TRAM  en  la  integración  de 
proteínas  de  membrana  cuyas  secuencias  señales  hidrofóbicas  finalmente 
constituyen hélices TM en la proteína madura. 
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En el caso de p9, se ha observado que ambos f-TM interaccionan con 
TRAM para  cadenas  nacientes  de la  misma longitud,  lo cual  sugiere  que la 
proteína  particiona  a  la  membrana  una  vez  se  ha  ensamblado  la  horquilla 
formada por ambas hélices. Según los datos estructurales del translocón y los 
estudios  bioquímicos  de  entrecruzamiento,  TRAM  quedaría  localizada 
enfrentada con el lateral de Sec61α en contacto con la bicapa lipídica (Mothes, 
W.,  et  al.,  1998)  y a  través  del  cual  permite  la  transición  de las  hélices  a  la 
membrana. De manera que, en este sentido, los f-TM de p9, de acuerdo con este 
modelo interaccionan en primer lugar con el complejo Sec61 y posteriormente 
con la proteína TRAM (Figura D.1). 
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Figura D.1: Modelo para la integración de p9 y la quimera p9-LL en la membrana del RE.
A.  La inserción co-traduccional de p9 en la membrana del RE está mediada por el translocón. 
TRAM participa en la partición a la membrana de los dos f-TM de la proteína. En los estadíos 
iniciales el complejo Sec61 reconoce ambos f-TM, mientras que en estadíos tardíos TRAM es la 
proteína responsable de la partición conjunta de ambas hélices a la membrana. B. En el caso de 
la  quimera p9-LL,  el  incremento de la  longitud del  lazo anticipa  la  transferencia  de TM1 a 
TRAM, aunque la partición de ambos f-TM a la membrana tiene lugar de forma conjunta desde 
TRAM.
A
B
translocónTRAM
TM1
p9
TM2
membrana RE
TM1p9-LL TM2
Discusión
Pero,  ¿cuál  es la  función de TRAM?.  Según el  modelo del  contínuo 
movimiento  de  “abrir  y  cerrar”  del  translocón,  derivado  de  los  datos 
estructurales del mismo, (van den Berg, B., et al., 2004), se ha propuesto que la 
interacción de los f-TM con TRAM vendría determinada por el tiempo que las 
hélices  permanecen  en  las  inmediaciones  del  canal  del  translocón  para 
ensamblarse antes de particionar a la membrana (Osborne,  A.R.,  et al.,  2005). 
Este  tiempo  de  permanencia  podría  estar  relacionado  con  la  propia 
hidrofobicidad de la hélice o la presencia de resíduos polares, de manera que 
TRAM podría estar favoreciendo el empaquetamiento o el plegamiento de estos 
f-TM antes de particionar al ambiente apolar de la membrana. En el caso de p9, 
ambas  hélices,  de  hidrofobicidades  moderadas,  son  reconocidas  por  TRAM. 
Cuando  el  TM1  de  p9  se  sustituye  por  el  primer  f-TM  de  Lep,  H1,  de 
hidrofobicidad ligeramente superior (construcción p9-H1), o por su propio TM2 
(construcción TM2TM2), TRAM media la integración de estas quimeras en la 
membrana. Los valores de las hidrofobicidades de estos fragmentos no difieren 
de  forma  significativa  y  además,  H1,  que  en  su  contexto  natural  no  es 
reconocida por TRAM (Heinrich, S.U., Rapoport, T.A., 2003), cuando se fusiona 
a  p9  se  encuentra  adyacente  a  esta  proteína.  Por  tanto,  la  hidrofobicidad 
intrínseca de las hélices no explicaría la intervención de la proteína TRAM en 
los procesos de integración de estas proteínas en las membranas. En cuanto a la 
presencia  de  aminoácidos  polares,  se  ha  descrito  que  la  presencia  de 
aminoácidos  cargados  en  las  secuencias  señales  de  proteínas  de  secreción 
podría  determinar  la  participación  de  TRAM en los  estadíos  iniciales  de  la 
translocación de este tipo de proteínas (Voigt, S., et al., 1996). En el caso de p9, 
las regiones hidrofóbicas no presentan aminoácidos cargados, aunque tal como 
se puede observar en la Figura D.2 las hélices de p9 presentan algunos resíduos 
polares  que  podrían  dificultar  la  interacción  directa  con  los  lípidos  de  la 
membrana,  requiriendo  de  interacciones  proteína-proteína  antes  de  su 
integración en la bicapa.  Así,  en el caso de p9,  la presencia  de aminoácidos 
polares podría explicar la participación de TRAM en el proceso de integración 
de las hélices de p9, pero a diferencia de las secuencias señales de proteínas de 
secreción durante los estadíos tardíos del proceso, posiblemente favoreciendo 
el  empaquetamiento  de  la  proteína  antes  de  particionar  a  la  membrana.  El 
hecho de que en la quimera p9-LL, la integración de ambos f-TM esté mediada 
también por TRAM (B), a pesar del incremento de la longitud del dominio que 
contecta ambas hélices, refuerza la hipótesis de esta posible cooperación entre 
ambos f-TM en el empaquetamiento de la proteína, que en el caso de p9 estaría 
mediada por TRAM.
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Por  tanto,  el  correcto  empaquetamiento  de  las  hélices  antes  de 
particionar a  la  membrana podría  explicar  el  mecanismo concertado para  la 
partición de ambos f-TM de p9 a la membrana del RE. En este sentido, se ha 
propuesto un papel de TRAM como chaperona que podría estabilizar hélices 
con resíduos hidrofílicos facilitando la asociación con otros f-TM antes de ser 
liberados  al  entorno  lipídico  de  la  membrana  (Voigt,  S.  et  al.,  1996).  Sin 
embargo,  curiosamente,  los  f-TM que  hasta  ahora  han  sido  descritos  como 
adyacentes a TRAM, tienen un origen viral (Do, H.,  et al., 1996), (McCormick, 
P.,  et al., 2003), (Saksena, S.,  et al., 2004). Además, proteínas de membrana de 
bacteriófagos  que  clásicamente  se  habían  descrito  como  proteínas  que  se 
integran en la membrana plasmática de la bacteria de forma espontánea, se ha 
descubierto recientemente que su inserción está mediada por la proteína YidC 
(Samuelson,  J.C.,  et  al.,  2001),  (Chen,  M.,  et  al.,  2002),  considerado  como un 
análogo funcional de TRAM. Por tanto, es razonable plantear la hipótesis de 
que  las  proteínas  de  membrana  virales  aseguren  su  correcta  ubicación  y 
orientación  en  las  membranas  celulares  explotando  la  propia  maquinaria 
celular que incluiría tanto a las proteínas del translocón como a algunas de las 
proteínas asociadas a éste, en especial a TRAM. Con todos estos antecedentes es 
posible que las proteínas virales utilicen específicamente este tipo de proteínas 
para dirigirse a las membranas donde llevarán a cabo su función biológica. Sin 
embargo, todavía queda por establecer el papel de TRAM en el proceso general 
de  la  integración  de  proteínas  en  membranas  biológicas  y  su  mecanismo 
molecular. 
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Figura D.2: Proyección de la dsitribución espacial de aminoácidos en cada hélice de p9.
La escala  de colores  representa  la  tendencia de inserción  en membranas  de los  distintos 
aminoácidos, según los datos obtenidos en Hessa, T., et al., (2005). En amarillo se representan 
los aminoácidos hidrofóbicos con elevada capacidad de inserción, en naranja los aminoácidos 
polares cuya inserción no está favorecida, en rojo los polares con mayor restricción para la 
integración en la membrana y en gris los aminoácidos neutros.  El grosor de la líneas y el 
tamaño de las esferas crecientes marca la direccionalidad de la hélice, (N→C). Se indican los 
aminoácidos que ocupan la primera y última posición en cada una de las hélices. 
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D.3.- LA  TOPOLOGÍA  DE  p9  ESTÁ  DETERMINADA  POR  LA 
CONTRIBUCIÓN DE VARIOS FACTORES REPARTIDOS A LO LARGO 
DE LA SECUENCIA DE LA PROTEÍNA
El  proceso  de  inserción  de  proteínas  de  membrana  va  asociado  a  un 
establecimiento de la correcta orientación de la proteína durante su biogénesis 
asociada a la membrana del RE. La topología de una proteína de membrana es 
esencial  para  una  correcta  función  biológica  y  esta  orientación  vendría 
determinada por la  interacción entre la  propia proteína y la maquinaria que 
media su integración, el translocón y sus componentes asociados. Dada la gran 
variabilidad  en las  secuencias  de  las  regiones  TM, se  ha  propuesto  que los 
factores que gobiernan la orientación de estas proteínas de membrana residen 
en  la  propia  secuencia  de  la  proteína.  Así,  se  ha  descrito  que  tanto  la 
hidrofobicidad  del  propio  fragmento,  primer  requisito  para  particionar  a  la 
membrana, como las secuencias flanqueantes, bien por la presencia de resíduos 
cargados como por la longitud de los dominios extramembranosos a cada lado 
de la membrana, determinan la topología de las proteínas de membrana. Se han 
propuesto dos posibles modelos para explicar la contribución de estos factores 
en el establecimiento de la topología de una proteína de membrana (Monne, 
M.,  et  al.,  2005).  Un primer  modelo  procesivo,  en  el  que  la  orientación  de  la 
proteína viene determinada desde el extremo N-t de la proteína y en el que los 
determinantes  topológicos  de  la  proteína  residen  en  el  primer  f-TM,  que 
dirigiría la inserción del resto de hélices. Y un segundo modelo no procesivo, en el 
que la topología de la proteína se establece mediante interacciones entre los f-
TM y en los que son toleradas posibles reorientaciones durante el proceso de 
inserción en la membrana del RE. 
En el  caso de p9,  los  estudios topológicos  demuestran  que tanto  la 
presencia de resíduos cargados en las regiones flanqueantes a ambos lados de 
la  membrana  como la  hidrofobicidad  de TM1 o la  longitud  del  lazo  de  p9 
contribuyen poco al establecimiento de la topología N-t/C-t citoplasmática de 
p9.  Por  tanto,  estos  resultados  apuntan  a  un  modelo  no  secuencial  en  el 
establecimiento de la topología de p9 durante su biogénesis. Los resultados de 
foto-entrecruzamiento ponen de manifiesto la importancia de la formación de 
la horquilla para la partición de la proteína a la membrana. Por tanto, es posible 
que  la  topología  de  la  proteína  esté  condicionada  por  el  posible 
empaquetamiento  de  los  dos  f-TM  durante  el  proceso  de  biogénesis.  Los 
experimentos de traducción  in vitro con mRNAs truncados de la quimera p9-
lz75-N,  en  la  que  se  incrementó  la  distancia  entre  ambos  f-TM  en  63 
aminoácidos,  demuestran que TM1 adopta  su orientación  N-t citoplasmática 
antes de que TM2 acceda al canal del translocón. Por tanto, TM1 no requiere el 
empaquetamiento de la horquilla para adoptar su topología N-t citoplasmática. 
Existe cierta controversia en la orientación inicial del primer f-TM de proteínas 
de  membrana  que  carecen  de  péptido  señal  hidrolizable  cuando  son 
transferidos al canal  del translocón. Durante cierto tiempo, los experimentos 
con  la  proteína  quimérica  derivada  de  la  glicoproteína  G  del  virus  de  la 
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estomatitis  vesicular,  apoyaban  la  idea  de  que  las  secuencias  señales  eran 
transferidas  desde  la  SRP  al  translocón  formando  un  lazo,  es  decir  con  el 
extremo N-t de la cadena naciente orientado hacia el citoplasma (Shaw, A.S., et 
al., 1988). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que el receptor de la 
asialoglicoproteína  de  humanos, con  un  único  f-TM  y  orientación  N-t 
citoplasmática, experimenta un fenómeno de inversión de la topología durante 
su biogénesis, de manera que la cadena naciente sería translocada inicialmente 
con  una  orientación  N-t  luminal,  pero  los  determinantes  topológicos  de  la 
proteína,  favorecerían  una  inversión  de  la  topología  del  fragmento,  para 
finalmente adoptar una orientación N-t citoplasmática (Goder, V., Spiess, M., 
2003).  En  el  caso de  p9,  los  resultados  de  la  traducción  in  vitro de  cadenas 
nacientes truncadas de la quimera 42N-p9, en la que se extendía la longitud del 
N-t  de  la  proteína  y  que  además  contenía  una  diana  de  glicosilación, 
demuestran que la cadena polipeptídica es capaz de orientar su extremo N-t 
hacia el lumen del RE, a diferencia de lo que ocurre con la quimera p9-lz75-N. 
La modificación de la diana de glicosilación en N-t impide la inversión de la 
topología por cuestiones estéricas de los grupos de azúcar incorporados a la 
secuencia  consenso.  Por  tanto,  estos  resultados  no  permiten  descartar  una 
posible  orientación  inicial  N-t  luminal  de  TM1  que  podría  invertir  su 
orientación con el tiempo, aunque conjuntamente, los resultados del presente 
trabajo sugieren que el primer f-TM de la proteína orienta su extremo N-t en el 
lado citoplasmático desde los estadíos iniciales de su biogénesis. 
En cuanto a la  orientación de TM2,  los resultados  de traducción  in  
vitro de la quimera TM2-Ct-P2 demuestran que este f-TM es capaz de adoptar 
su orientación nativa evitando la translocación del dominio C-t de la proteína 
incluso en ausencia de TM1. Sin embargo, esta capacidad no reside en la propia 
secuencia de aminoácidos  de TM2, ya que cuando se duplica esta secuencia 
(quimera  TM2TM2-Ct-P2)  el  primero  de  los  dos  TM2 se  dispone  de  forma 
equivalente al TM1 presentando el conjunto de la quimera una orientación N-
t/C-t  citoplasmática  idéntica  a  la  de  la  proteína  silvestre,  por  tanto,  es  la 
combinación TM2-Ct la que determina la localización citosólica del dominio C-t 
de  la  proteína.  Al  estudiar  en  detalle  la  secuencia  de  aminoácidos  de  esta 
región,  se  advirtió  la  presencia  de  tres  resíduos  de  Tyr,  muy cercanos  a  la 
interfase de TM2. Es interesante resaltar que a partir de estudios estadísticos de 
la distribución de aminoácidos en estructuras de proteínas de membrana se ha 
observado una abundancia de resíduos aromáticos (Trp y Tyr) en las interfases 
lípido-agua  (Granseth,  E.G.,  et  al.,  2005).  Además,  existen  evidencias 
experimentales  de  que la  translocación  de  este  aminoácido  aromático  no  es 
favorable, muy probablemente por lo voluminoso de su cadena lateral (Higy, 
M., et al., 2005). Los resultados experimentales de los mutantes TM2-C-t-Y3M-P2 
mostrados  en  el  presente  trabajo,  demuestran  la  clara  contribución  de  las 
tirosinas en la localización citoplasmática del dominio C-t de la proteína. Sin 
embargo, este factor no es el determinante único de la orientación de p9, ya que 
la sustitución de estos aminoácidos de Tyr en los mutantes p9-28K329 o p9-H1, 
no  invierte  totalmente  su  topología,  lo  que  sugiere  que  los  determinantes 
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topológicos de p9 se encontrarían distribuídos a lo largo de la secuencia de la 
proteína Así, la posible flexibilidad estructural de TM1, una asociación entre los 
f-TM antes de particionar a la membrana para el correcto empaquetamiento de 
la horquilla y la presencia de aminoácidos aromáticos en la región flanqueante 
C-t de TM2 contribuirían conjuntamente a la topología final de la proteína. Esta 
estrategia de distribuir los determinantes topológicos a lo largo de la secuencia 
de la  proteína  aseguraría  la  correcta orientación de la  proteína,  dificultando 
una topología frustrada como consecuencia de un error durante la replicación 
del genoma por la RNA polimerasa viral,  cuya tasa de mutación es bastante 
elevada.
D.4.- RELACIÓN TOPOLOGÍA-FUNCIÓN FISIOLÓGICA DE p9
¿Justifica la topología N-t/C-t citoplasmática de p9 la función fisiológica de la 
proteína?  Los  estudios  funcionales  revelan  un  papel  de  la  proteína  en  el 
movimiento  intercelular  del  vRNA.  Sin  embargo,  todavía  se  desconoce  el 
mecanismo molecular  de este transporte en el CarMV. El virus presenta dos 
proteínas, p7 y p9, implicadas en el movimiento célula-a-célula del genoma. La 
proteína  soluble  p7,  presenta  una  unión  del  vRNA  cooperativa  y  sin 
especificidad de secuencia característica de las MPs (Marcos, J.F., et al., 1999), en 
cambio,  p9  se  comporta  como  una  verdadera  proteína  de  membrana.  Así, 
habiéndose  descrito  la  importancia  de  la  asociación  a  membranas  de  los 
complejos  vRNA-MP  para  el  transporte  intercelular  del  genoma  viral,  se 
propone  una  cooperación  entre  ambas  proteínas  para  llevar  a  cabo  este 
transporte  célula-a-célula  del  vRNA.  Esta  acción  coordinada  podría  estar 
mediada por la interacción p7/p9. 
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Los  estudios  retro-estructurales  de  la  proteína  p7,  estudios 
estructurales con péptidos derivados de la secuencia de la proteína, ponen de 
manifiesto que la proteína presenta tres dominios, un dominio N-t con bastante 
flexibilidad conformacional, un dominio central  α-helicoidal responsable de la 
unión del vRNA y un dominio C-t con tendencia a adoptar una estructura en 
hoja-β  (Vilar,  M.,  et  al.,  2001).  En el  caso de  p9,  se dintinguen también tres 
dominios,  dos de ellos  α-helicoidales que corresponden a los dos f-TM y un 
tercer dominio que abarca la región C-t de la proteína con cierta plasticidad 
estructural según el entorno (Vilar, M.,  et al., 2002). Considerando estos datos 
estructurales  y  los  presentes  datos  topológicos,  la  posible  interacción  entre 
ambas proteínas podría tener lugar a través de sus respectivos extremos C-t, 
que presentan ambos una tendencia a estructurarse en hoja-β. Esta interacción, 
muy probablemente requiera la presencia del vRNA, ya que la proteína p7, que 
en  disolución  presenta  una  estructura  desorganizada,  adopta  parte  de  su 
estructura  secundaria  en  presencia  de  RNA,  de  manera  que  este  cambio 
conformacional desencadenado por la unión del vRNA permitiría la exposición 
del extremo C-t de p7 con una estructura en hoja-β suceptible de interaccionar 
con el extremo C-t de p9 (Figura D.3). Así, p9 mediaría el anclaje del complejo 
p7-vRNA a la membrana del RE, y este complejo ternario p9-p7-vRNA sería 
transportado hacia los plasmodesmos a través del citoesqueleto para translocar, 
mediante un mecanismo todavía desconocido, el vRNA a las células vecinas 
extendiendo la infección a las células adyacentes de la planta.
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Figura D.3: Modelo del transporte célula-a-célula del vRNA del CarMV mediado por 
las MPs p7 y p9.
El complejo p7-vRNA estaría anclado a la membrana del RE a través de una posible 
interacción p7-p9. Estas dos proteínas conjuntamente participarían en el transporte del 
vRNA hacia los plasmodesmos para su translocación a las células vecinas.
      CONCLUSIONES

1. La proteína de movimiento p9 del CarMV es una proteína integral de membrana 
con una topología N-t/C-t citoplasmática.
2. El complejo de la SRP es el responsable del direccionamiento co-traduccional de 
p9 a la membrana del RE a través del reconocimiento del primer fragmento 
transmembrana de la proteína.
3. La inserción de p9 en la membrana está mediada por el complejo Sec61α a través 
de un mecanismo concertado, en el que ambas hélices particionan 
conjuntamente a la membrana. 
4. La proteína TRAM participa en los estadíos tardíos del proceso de integración 
de p9 en la membrana. Lo que sugiere que las proteínas de membrana virales 
podrían usurpar la función de chaperona de membrana de esta proteína para 
asegurar su inserción en las membranas biológicas.
5. La topología de p9 se establecería simultáneamente por la contribución conjunta 
de los distintos determinantes topológicos distribuídos en la secuencia de la 
proteína. Así, la moderada contribución del balance de cargas, la asociación 
entre los dos f-TM de la proteína antes de difundir a la membrana o la presencia 
de aminoácidos aromáticos en la región flanqueante C-terminal podrían 
contribuir al correcto ensamblaje de p9. 
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      MATERIALES Y MÉTODOS

Materiales y Métodos
M.1.- MANIPULACIÓN DE Escherichia coli
M.1.1.- Cepas de E. coli
La cepa DH5-α,  preparada en el laboratorio  según (Sambrook, J.,  et al.,  1989),  se 
utilizó de forma rutinaria para la transformación y amplificación de plásmidos y la 
cepa  XL1-Blue,  obtenida  comercialmente  (Stratagen,  La  Jolla,  E.E.U.U),  para  la 
transformación de DNA sometido a mutagénesis dirigida mediante PCR.
M.1.2.- Condiciones de crecimiento
Para el crecimiento de E. coli se utilizó el medio LB (Luira Bertani) líquido [triptona 
1%  (p/v)  (Pronadisa,  Madrid,  España),  extracto  de  levadura  0.5%  (p/v) 
(Pronadisa), NaCl 1% (p/v)] o sólido, añadiendo 2% (p/v) de agar bacteriológico 
(Pronadisa). Todos los medios se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 1 atm 
de presión y 121ºC. El LB se suplementó con el antiobiótico apropiado en cada caso. 
Las células se crecieron a 37ºC y 250 rpm en un incubador orbital.
M.1.3.- Transformación de E.coli
Para llevar a cabo la transformación del DNA se incubaron 10 ng del DNA y 50 µl 
de células  competentes en hielo durante 30 min. Las células se sometieron a un 
choque térmico a 42ºC durante 45 s y posteriormente se incubaron 2 min a 4ºC. Se 
añadieron 500  µl de LB y tras crecer las células a 37ºC durante 1 h y 175 rpm, se 
recogieron  mediante  centrifugación  5  min  a  3000  rpm.  Se  eliminaron  500  µl  de 
sobrenadante y el resto se resuspendió y se sembró en una placa LB seleccionando 
con el antibiótico adecuado en cada caso. La placa se incubó en una estufa a 37ºC 
durante toda la noche.
M.2.- AISLAMIENTO Y MANIPULACIÓN DE DNA
M.2.1.- Obtención de DNA plasmídico
Para el aislamiento de plásmidos de E. coli a pequeña escala se utilizó un sistema de 
extracción  de  DNA  plasmídico  comercial  (QIAprep  Spin  Miniprep  kit,  Qiagen, 
Hilden, Alemania).
M.2.2.- Reacciones de PCR 
Las  reacciones  en  cadena  de  la  polimerasa  (PCR)  se  llevaron  a  cabo  en  un 
termociclador  Eppendorf  Mastercycler  Personal  (Hamburgo,  Alemania).  Las 
mezclas  de  reacción  contenían  0.1-1  ng  de  DNA  molde,  1  µM  de  cada 
oligonucleótido  (Isogen,  Maarsen,  Holanda),  dNTPs  0.25  mM,  tampón  de  PCR 
comercial, MgCl2 1.5 mM y 1 unidad de Taq polimerasa BioTaq (Bioline, Londres, 
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UK),  para  un  volumen  final  de  reacción  de  25  µl,  ajustado  con  H2O  milliQ 
esterilizada.  El  programa utilizado de forma habitual  fue el  siguiente:  2  min de 
desnaturalización inicial  a 95ºC, 30 ciclos de amplificación [30 s a 95ºC, 1  min a 
55ºC, 1 min a 72ºC] y una extensión final de 10 min a 72ºC. El DNA amplificado se 
purificó mediante el sistema de purificación de productos de PCR (QIAquick PCR 
purification kit Qiagen).
M.2.3.- Mutagénesis dirigida
Para  las  mutagénesis  dirigidas  de  DNA  mediante  PCR  se  utilizó  un  sistema 
comercial  (PCR  mutagenesis  kit  QuikChange)  de  Stratagen.  Las  reacciones 
contenían 5-50 ng de DNA molde, 125 ng de cada uno de los dos oligonucleótidos 
diseñados, una mezcla de dNTPs 25 mM y 1 unidad de DNA polimerasa Pfu Turbo 
en tampón comercial,  para  un volumen final  de 50  µl,  ajustado con H2O milliQ 
esterilizada. Se realizaron 18 ciclos de amplificación [30 s a 95ºC, 1 min a 55ºC y 2 
min/kb de plásmido a 68ºC]. El DNA amplificado se digirió con enzima DpnI para 
degradar el DNA molde metilado y a continuación se transformaron células de E.  
coli supercompetentes XL-1 Blue con 1 µl producto del PCR digerido. Las células se 
sembraron en placas de LB seleccionando con el antibiótico apropiado y se dejaron 
creciendo toda la noche a 37ºC. Las mutaciones se confirmaron por secuenciación 
de DNA.
M.2.4.- Digestiones de DNA y ligaciones
Para la  obtención de las quimeras  utilizadas  en este trabajo  (ver apartado 3) los 
insertos  obtenidos  mediante  PCR y los  vectores  pertinentes  se  digirieron  en  un 
volumen  final  de  30  µl  con  los  enzimas  de  restricción  adecuados  según  las 
indicaciones  del  fabricante.  Los  insertos  se  purificaron  con  el  sistema  de 
purificación de productos de PCR, mientras que los vectores se purificaron en gel, 
ambos sistemas de Qiagen. A continuación se prepararon reacciones de ligación en 
un volumen final de 10 µl con una relación 3:1 de inserto:vector, y se incubó a 16°C 
durante  toda  la  noche.  El  producto  de  la  reacción  se  transformó  en  células 
competentes DH5-α seleccionando con el antibiótico apropiado. Las secuencias de 
las quimeras se comprobaron mediante secuenciación de DNA.
M.2.5.- Electroforesis de DNA en gel de agarosa
Las electroforesis analíticas se realizaron en geles de agarosa 1% (p/v) preparados 
en tampón TAE [Tris-HCl 40 mM, EDTA 2 mM, ácido acético glacial 20 mM pH 8.0] 
y 10 µg/ml de bromuro de etidio. Las muestras de DNA se prepararon añadiendo 
tampón de carga [glicerol 50%, azul de bromofenol 0.05%, cianol de xileno 0.05%, 
EDTA 100 mM]. Los geles se sometieron a un voltaje constante de 100 V.
M.2.6.- Secuenciación de DNA
La secuencia del DNA de los plásmidos sometidos a mutagénesis dirigida y de las 
quimeras diseñadas se comprobó mediante secuenciación automática en el Servei 
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de Seqüenciació de la Universitat de València (S.C.S.I.E.).
M.3.- VECTORES UTILIZADOS Y DISEÑO DE CONSTRUCCIONES
M.3.1.- pGEM-p9-P2
Para los estudios de inserción y topología de p9 en membranas microsomales de RE 
se utilizó el plásmido pGEM-P2 (Prof. von Heijne, Univ. Estocolmo, Suecia) en el 
que se subclonó la proteína p9 bajo el promotor SP6 y fusionada al dominio P2 de la 
proteína Lep de E. coli, (pGEM-p9-P2) utilizando los sitios de restricción NcoI/NdeI 
(Figura M.1). Para realizar los experimentos de transcripción/traducción in vitro de 
p9, se obtuvo la secuencia de la proteína mediante PCR a partir de este plásmido 
pGEM-p9-P2  utilizando  unos  oligonucleótidos  directo  y  reverso  adecuados.  El 
producto de PCR se purificó con el kit de purificación de productos de PCR para su 
posterior transcripción in vitro (ver apartado 4).
Sobre este vector se realizaron las mutagénesis dirigidas para el estudio de 
los  determinantes  topológicos  de  la  proteína  p9  (Figura  M.2),  siguiendo  el 
protocolo explicado en el apartado 2.3 y utilizando los oligonucleótidos diseñados 
para cada una de las mutagénesis. En la Tabla M.1 se resumen las variantes de la 
proteína p9 utilizadas en este trabajo.
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Figura M.1: Vector pGEM en el que se subclonó p9 bajo el promotor SP6.
Mediante  experimentos  de  transcripción/traducción  in  vitro  con  esta 
construcción se pueden expresar dos grupos de secuencias proteicas, por un 
lado quimeras en las que p9 se encuentra fusionada al dominio P2 de Lep (p9-
P2)  o  bien  la  proteína  p9  aislada  para  lo  que  se  diseñaron  dos 
oligonucleótidos,  que se  representan con flechas  rojas.  Un oligonucleótido 
directo que precede al promotor y otro reverso, que hibrida con el extremo Ct 
de p9 e incluye un codón de parada, de manera que en dichos experimentos 
se  traduce sólo  la  secuencia  nativa  de la  proteína  p9,  sin  ningún tipo  de 
fusión. Se indican las dianas de glicosilación diseñadas en p9 y en P2 de Lep y 
los sitios de restricción que se utilizaron para la subclonación.
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M.3.2.- Construcciones para estudiar la contribución de TM1 en la determinación 
de la topología de p9
Para la sutitución de TM1 por otras secuencias hidrofóbicas se introdujo en el vector 
pGEM-p9-P2 mediante mutagénesis un sitio de restricción BglII después de TM1 en 
la  secuencia  de  p9  (pGEM-p9(BglII)-P2  (Figura  M.3).  Mediante  una  digestión 
NcoI/BglII se sustituyó dicho dominio por otras secuencias obtenidas mediante PCR 
que se digirieron con los mismos enzimas de restricción y posterior ligación.  Se 
obtuvieron  quimeras  en  las  que  en  lugar  de  TM1  de  p9  se  colocó  el  primer 
fragmento TM de Lep, H1 (p9-H1), el fragmento TM de glicoforina (p9-GpA), el 
segundo fragmento TM de p9 (TM2TM2), y finalmente una variante de p9 en la que 
se eliminó el TM1 mediante digestión y posterior religación del vector (TM2-C-t-
P2). En la Figura 3 se esquematiza el diseño de estas quimeras.
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Figura  M.2: Esquema  de  los  mutantes  diseñados  para  los  estudios 
topológicos relacionados con el balance de cargas de p9. Los resíduos 
naturales  de  p9  cargados  positivamente  se  representan  con  signos 
positivos en azul,  mientras que los resíduos cargados negativamente 
mediante signos negativos rojos. Se indican las inserciones de resíduos 
mediante  flechas  entrantes  y  mediante  flechas  salientes  las 
sustituciones de resíduos cargados en el dominio C-t de la proteína. La 
diana de glicosilación se representa con el símbolo gris.
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M.3.3.- Construcciones para modificar la  longitud del  lazo que conecta las dos 
regiones hidrofóbicas de p9
Para reemplazar el lazo que conecta los f-TM de p9 se introdujo en el vector pGEM-
p9(BglII)-P2 un sitio de restricción  SpeI precediendo el TM2 (pGEM-p9(BglII/SpeI) 
(Figura  M.4).  Por  un  lado,  mediante  digestiones  BglII/SpeI el  lazo  de  p9  se 
sustitutyó por  el  dominio  P1 de  la  proteína  Lep de  E.  coli (ver  figura  R.1.1  del 
capítulo 1), el cual es uno de los determinantes de la topología de esta proteína. Y 
por  otro  lado,  utilizando  el  sitio  SpeI se  incrementó  la  longitud del  lazo  de  p9 
insertando 63 aminoácidos de un dominio de una proteína de secreción de plantas 
(BBE).  Este  dominio  presenta  una  diana  de  glicosilación  (NFT),  de  manera  que 
además de esta quimera que presenta dicha diana de glicosilación en el  lazo,  se 
realizó  una  construcción  en  la  que  se  había  eliminado  este  sitio  consenso  de 
glicosilación  tras  la  substitución  de  la  Ans  por  una  Gln  mediante  mutagénesis 
dirigida,  para  ser  utilizada  como control  de  glicosilación.  En  la  Figura  M.4 se 
representan las construcciones obtenidas estos estudios. 
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Figura M.3: Quimeras  diseñadas para el  estudio  de la  importancia  de TM1 en la 
topología de p9. Se indican los sitios de restricción utilizados para las construcciones 
y las dianas de glicosilación, representadas con el símbolo negro, presentes en cada 
una de las quimeras. La línea de puntos indica la fusión al dominio P2 de Lep en el 
extremo C-t de la proteína.
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M.3.4.- Constucciones obtenidas para modificar el extremo N-terminal de p9
La longitud del extremo N-t de p9 se incrementó mediante la fusión al N-t de p9 de 
42  aminoácidos  derivados  del  extremo N-t  de  la  proteína  de  secreción  BBE  de 
plantas  anteriormente  mencionada,  utilizando  el  sitio  de  restricción  NcoI.  Se 
obtuvieron  las  variantes  con  y  sin  sitio  de  glicosilación  para  monitorizar  la 
translocación  del  extremo N-t.  Así,  las  quimeras  diseñadas  se representan  en la 
Figura M.5.
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B    p9-LL
C    p9-lz75-N
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Figura M.4: Quimeras diseñadas para reemplazar el lazo que une los f-TM de p9 en la 
topología  de la  proteína.  Los dominios  introducidos  se  muestran en líneas  grises.  Se 
indican  los  sitios  de  restricción  utilizados  para  la  subclonación  y  las  dianas  de 
glicosilación presentes en las quimeras. En líneas discontínuas se muestra el dominio P2 
derivado de Lep.
T M 1 T M 2
P2
NcoIA    47N-p9
T M 1 T M 2
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Figura M.5: Esquema de las construcciones diseñadas para determinar la orientación de TM1 
de p9  en los  estudios  de topogénesis  de p9.  En gris  se  muestra  el  dominio  fusionado al  
extremo N-t de p9, derivado de la proteína de secreción BBE de plantas. Se indica el sitio de 
restricción  utilizado  para  la  construcción  de  las  quimeras.  Las  dianas  de  glicosilación  se 
representan  con  el  símbolo  negro.  Las  líneas  discontínuas  indica  el  dominio  P2  de  Lep 
fusionado al C-t de la proteína.
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Tabla M.1: Construcciones utilizadas en este trabajo. 
Mutante Comentario
1 p9 (D69N/N65D)
Introducir una secuencia consenso de glicosilación en una 
posición  accesible  al  sitio  activo  de  la  OST y eliminar  la 
diana intrínseca de glicosilación de p9
2 p9EEE Impedir la inserción de TM2 de p9 en la membrana
Marcaje de Cisteínas
3 C28 Sustituir por Ser la Cys51 (localizada en TM2) y la Cys65 (ubicada en el C-t de p9)
4 C51 Sustituir por Ser la Cys28 (localizada en lazo) y la Cys65 (ubicada en el C-t de p9)
5 C65 Sustituir por Ser la Cys28 (localizada en lazo) y la Cys51 del TM2
Balance de cargas
6 p9-28K3 29 Introducir tres cargas positivas tras el TM1
7 p9-35K3L36 Introducir tres cargas positivas precediendo al TM2
8 p9-3E34 Introducir tres cargas negativas en el extremo N-t
9 p9-R60E Sustitución de un resíduo cargado positivamente del extremo C-t por un resíduo negativo
10 p9-R75E Sustitución de un resíduo cargado positivamente del extremo C-t por un resíduo negativo
11 p9-R60E/R75E Sustitución de dos resíduos cargados positivamente del extremo C-t por dos resíduos negativos
Hidrofobicidad del primer fragmento transmembrana
12 LIL Introducción de tres resíduos apolares en TM1
13 p9-H1 Sustitución del TM1 de p9 por el primer f-TM de Lep (H1)
14 p9-GpA Sustitución del TM1 de p9 por el f-TM de glicoforina
15 TM2-Ct-P2 Deleción del primer f-TM en la construcción original (p9)
16 TM2-TM2 Sustitución del TM1 de p9 por el propio TM2 de la proteína
Longitud del lazo de p9
17 p9-LL Sustitución del lazo de p9 por el lazo de Lep
18 p9-lz75-Q
Incremento de la longitud del lazo de p9 mediante la fusión 
de  63  aminoácidos  de  un  dominio  de  la  proteína  de 
secreción BBE de plantas
19 p9-lz75-N En este caso el lazo de 63 aminoácidos fusionado presenta una diana de glicosilación 
Foto-entrecruzamiento
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Mutante Comentario
20 p9-TAG15
Introducción  de un codón ámbar  en mitad  de TM1 para 
estudiar  las  proteínas  celulares  implicadas  en  su 
direccionamiento e inserción en la membrana del RE
21 p9-TAG49
Introducción  de un codón ámbar  en mitad  de TM2 para 
estudiar  las  proteínas  celulares  implicadas  en  su 
direccionamiento e inserción en la membrana del RE
22 p9-LL-TAG15 Introducción  de un codón ámbar en mitad de TM1 en la quimera p9-LL
23 p9-LL-TAG77 Introducción  de un codón ámbar en mitad de TM2 en la quimera p9-LL
24 p9-H1-TAG13 Introducción de un codón ámbar en mitad del primer f-TM, H1, de la quimera p9-H1
25 TM2TM2-TAG13 Introducción  de un codón ambar en mitad de la  primera hélice TM de la construcción TM2-TM2
Aromáticos
26 p9-28K3 29-Y3M
Sustitución en el mutante de cargas p9-28K3 29, de los tres 
resíduos de Tyr, presentes en el C-t de p9, por tres Met
27 p9-H1-Y3M
Sustitución en el mutante de cargas p9-H1, de los tres 
resíduos de Tyr, presentes en el C-t de p9, por tres Met
28 TM2-Y3M-P2
Sustitución en la construcción TM2-C-t-P2, de los tres 
resíduos de Tyr, presentes en el C-t de p9, por tres Met
M.4.- TRANSCRIPCIÓN Y TRADUCCIÓN IN VITRO
Para la obtención de p9 a partir de la fusión p9-P2 se amplificó mediante PCR la 
secuencia  correspondiente  a  p9  utilizando  los  oligonucleótidos  apropiados  tal  y 
como se describe en la Figura 1. Los productos de PCR, que contenían el promotor 
SP6  y  la  secuencia  completa  de  p9,  se  transcribieron  in  vitro con  el  sistema 
RiboMAX  large  scale  RNA  production  system-SP6  de  Promega  (Madison,  WI, 
U.S.A.).  Las  mezclas  de  reacción  se  preparon  en  un  volumen  final  de  50  µl  y 
contenían una mezcla de rNTPs 25 mM, 1  µg del DNA y 5  µl de una mezcla de 
enzimas proporcionada por el kit comercial. La reacción de transcripción se incubó 
a 37ºC durante 2 h. El producto de transcripción se verificó mediante electroforesis 
en geles de acrilamida 0.8% y a un voltaje constante de 50 V. El mRNA sintetizado 
se purificó con el sistema de purificación de RNA de Qiagen (RNeasy RNA clean up 
kit).
Los  mRNA  obtenidos  se  tradujeron  in  vitro en  presencia  de  10  µl  de 
extracto de lisado de reticulocitos (Promega), que proporciona toda la maquinaria 
necesaria para la traducción, 0.2  µCi de metionina marcada radiactivamente [35S–
Met]  (Amersham  BioScience),  0.5  µl  de  una  mezcla  de  aminoácidos  excepto 
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metionina,  1  µg  de  mRNA  y  1  µl  de  microsomas  derivados  de  retículo 
endoplásmico  de  páncreas  de  perro  (Promega),  que  constituyen  la  fuente  de 
membranas  que  aporta  las  proteínas  implicadas  en  la  inserción  y  glicosilación. 
Posteriormente,  las  muestras  fueron  sometidas  a  una  extracción  alcalina  (ver 
apartado 5). En los ensayos se realizaron controles de la reacción de glicosilación 
mediante la traducción de muestras en presencia de un tripéptido aceptor Ac-NYT-
NH2 33 µM y un tripéptido no aceptor Ac-QYT-NH2 33 µM. 
M.5.- EXTRACCIÓN ALCALINA DE PROTEÍNAS DE MEMBRANA
Para estudiar el nivel de asociación a membrana de las distintas construcciones se 
añadió  90 µl  de  Na2CO3 pH 12.5  a  los  productos  de  la  traducción  in  vitro y  se 
depositaron  sobre  50  µl  de  un  colchón  de  sacarosa  en  el  mismo  tampón  y  se 
centrifugó  a  100,000xg  durante  20  min  en  una  centrífuga  Beckman  TL  100.  El 
sedimento  se  resuspendió  en  50  µl  de  tampón  de  muestras  de  SDS-PAGE,  las 
muestras se hirvieron durante 5 min a 95ºC y se realizó una electroforesis a 16 mA 
de amperaje constante, en gel de poliacrilamida al 15%.
M.6.- ENSAYOS ENZIMÁTICOS
M.6.1.- Endoglicosidasa H
La naturaleza glicosídica de la forma de mayor tamaño molecular de p9 obtenida en 
los experimentos de transcripción/traducción se comprobó mediante una digestión 
con Endoglicosidasa H (Endo H), enzima que cataliza la eliminación de azúcares. 
La mezcla de traducción se diluyó 1:3 con tampón TBS (Tris-Cl 100 mM pH 7.5, 
NaCl 0.9%) y se dispuso sobre una disolución de sacarosa en TBS. A continuación 
se  ultracentrifugó  a 100,000xg  durante  20  min y se  recogió  el  sedimento que se 
resuspendió en tampón citrato sódico 70 mM pH 5.6 y 0.5% de SDS y se incubó a 
95ºC durante 10 min. Se añadió 0.1 mU de endoglicosidasa H a las muestras y se 
incubaron a 37ºC durante diferentes tiempos. Se añadió tampón de muestras 0.5% 
SDS  y  1%  β-mercaptoetanol,  se  hirvió  5  min  a  95ºC  y  se  analizó  mediante 
electroforesis SDS-PAGE al 15% en acrilamida a 16 mA de amperaje constante
M.6.2.- Proteinasa K
Se añadió  proteinasa  K a  una  concentración  final  de  100  µg/ml  a  las  muestras 
traducidas seleccionadas. Se incubaron durante 30 min en hielo. A continuación se 
añadió PMSF a una concentración final 1 µg/ml en tampón [HEPES 140mM, acetato 
magnésico 4mM, acetato potásico 100 mM]. Las membranas se recogieron mediante 
ultracentrifugación  durante  20  min  a  40,000rpm  y  a  4°C.  Los  sedimentos  se 
resuspendieron en tampón de carga y se sometieron a electroforesis.
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M.7.- MARCAJE DE CISTEÍNAS
Tras la traducción  in vitro de las muestras, el marcaje específico de Cys se llevó a 
cabo en presencia de EDTA 3 mM y de la sal disódica del ácido 2,2'-disulfónico 4-
acetamido-4'-maleimidilestilbeno  (AMS)  a  una  concentración  final  de  10  mM. 
Ambos reactivos requieren ser preparados justo antes de su utilización después de 
la traducción in vitro. Las muestras se incubaron 90 min a temperatura ambiente. A 
continuación  las  membranas  se  sedimentaron  mediante  ultracentrifugación  en 
presencia de sacarosa. Los sedimentos se resuspendieron en tampón de carga y se 
sometieron  a  electroforesis  en  geles  de  20%  de  poliacrilamida  y  se  analizaron 
mediante posterior autorradiografía. 
M.8.- ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS
A las muestras de proteínas a analizar se les añadió tampón carga [concentración 
final  Tris-HCl  625  mM  pH  6.8,  glicerol  10%  (v/v),  SDS  2%  (p/v),  2−β−
mercaptoetanol 4% (v/v) y azul de bromofenol 0.025% (p/v)], se desnaturalizaron 
durante 5 min a 95ºC y se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 
15% a 16 mA o en gradiente 10-15% a 30 mA de amperaje constante en tampón de 
electroforesis [Tris-HCl 125 mM, Glicina 1 M, SDS 0.5%]. Las proteínas se fijaron en 
el gel con una disolución de acético 5% y metanol 20% durante 30 min en agitación, 
se secaron durante 1 h a 80ºC en un secador de geles Slab Gel Dryer modelo SGD 
5040 de Savant (U.S.A.). Se expusieron durante toda la noche en una pantalla BAS-
MP  2025  Fujifilm  y  se  analizaron  en  un  Fujifilm  Fluorescent  Image  Analyzer 
modelo  FLA-3000R  (Tokyo,  Japón)  utilizando  un  software  Image  Gauge  3.12 
Science Lab 98 de Fuji Photo Film. Para la cuantificación de las bandas obtenidas se 
utilizó el programa Quantity One v. 4.1 (Bio-Rad).
M.9.- SÍNTESIS QUÍMICA Y PURIFICACIÓN DE PÉPTIDOS
Los tripéptidos  aceptor  (NYT) y no-aceptor  (QYT) se  sintetizaron  en fase  sólida 
utilizando  un  sintetizador  automático  modelo  433A  de  Applied  Biosystem.  Se 
siguió la estrategia de síntesis, originalmente descrita por Fields en 1990,  (Fields, 
G.B., Noble, R.L., 1990) con aminoácidos protegidos en el grupo amino con (N-(9-
fluorenil)metoxicarbonilo), conocida como química F-moc. Se utilizó una resina de 
poliestireno  AM  RAM  de  0.74  meq/g  (RAPPpolymere).  Los  aminoácidos  se 
adquirieron de SENN Chemicals (Francia) y el resto de reactivos de Merck, Applied 
Biosystems y Sigma. 
Los dos péptidos se purificaron mediante cromatrografía líquida de alta 
resolución  en  fase  reversa  (RP-HPLC).  Se  utilizó  una  columna  preparativa  C18 
Lichrosphere RP-18 (Merck, Rahway, U.S.A.) y un gradiente lineal de acetonitrilo, 
desde el 10% hasta un 90% en agua y 0.1% de ácido trifluoroacético durante 30 min 
a un flujo de 1 ml/min. Las fracciones del péptido se liofilizaron y se identificaron 
mediante  espectrometría  de  masas  (MS  MALDI-TOF)  en  el  Laboratorio  de 
Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología (CNB) de Madrid.
La concentración de las disoluciones de los tripéptidos (ver apartado 4) se 
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determinó por espectroscopia UV utilizando para la tirosina un ε276=1450 M-1·cm-1.
M.10.- ENSAYO  DE  INSERCIÓN  CO-TRADUCCIONAL/  POST-
TRADUCCIONAL
Se amplificó la secuencia de p9 a partir de la fusión p9-P2 mediante PCR, tal y como 
se explica en el apartado 4. Los productos de PCR purificados se transcribieron in  
vitro utilizando  la  RNA  polimerasa  SP6  siguiendo  el  protocolo  descrito 
anteriormente.  Los  mRNAs  obtenidos  fueron  traducidos  in  vitro utilizando 
extractos libres de células derivados de germen de trigo durante 40 minutos a 26oC 
en presencia de 20 mM de HEPES pH 7.4, 4 mM de acetato magnésico, 100 mM de 
acetato  potásico,  40  nM  de  SRP  purificada,  4  equivalentes  de  microsomas 
purificados (CRMs) o de membranas derivadas de RE tratadas con un tampón de 
elevada  fuerza  iónica  (EKRMs)  y  0.2  µCi  de  35S-Met.  Para  los  experimentos  de 
inserción post-traduccional, las membranas CRMs se añadieron después de inhibir 
la traducción con cicloheximida (2 mg/ml) durante 10 min a 26oC. Las muestras se 
incubaron  posteriormente  durante  30  min  para  permitir  la  translocación  de  la 
proteína.  Las  membranas  se recogieron  mediante  centrifugación  en presencia  de 
sacarosa (4oC, 4 min, 100,000xg). Los sedimentos se resuspendieron en tampón de 
carga,  se analizaron  mediante  SDS-PAGE 10-15% en gradiente  y el  resultado se 
visualizó en un FX phosphorimager (Bio-Rad). 
M.11.- ENSAYOS DE ENTRECRUZAMIENTO ACTIVADO POR LUZ UV
Se generaron mRNAs truncados (que carecen de codón de parada) mediante PCR 
utilizando  diversos  oligonucleótidos  reversos  para  obtener  cadenas  nacientes  de 
distinta longitud. Los productos de PCR purificados se transcribieron in vitro con la 
RNA polimerasa SP6 tal y como se describe en la sección 4.
Para  los  experimentos  de  entrecruzamiento  con  la  Partícula  de 
Reconocimiento  del  péptido  Señal,  SRP,  se  generó  un  mRNA  truncado  de  70 
nucleótidos y se tradujo  in vitro a 26oC durante 40 min en extracto de germen de 
trigo en presencia de 20 mM de HEPES pH 7.4, 4 mM de acetato magnésico, 100 
mM de acetato potásico, 40 nM de SRP, 10  µCi de 35S-Met y 32 pmoles de ε-ANB-
Lys-tRNAamb  (Prof.  A.E.  Johnson,  TAMU,  USA).  Después  de  la  traducción,  las 
muestras se incubaron 12 min en hielo, previamente al tratamiento con luz UV que 
se  realizó  durante  15  min  utilizando  una  lámpara  de  mercurio  de  500  W.  A 
continuación las muestras fueron sometidas a una digestión con RNasa A (26oC, 30 
min) para desestabilizar los complejos tRNA-cadena naciente que enmascarían los 
complejos entrecruzados formados. Los fotoaductos se depositaron sobre 120 µl de 
un cojín de sacarosa [0.5 M de sacarosa, 20 mM de HEPES pH 7.4, 4 mM de acetato 
magnésico,  100  mM de acetato potásico]  y se centrifugaron en un rotor  TLA100 
(Beckman) a 100,000 rpm durante 4 min a 4oC. Los sedimentos se resuspendieron en 
tampón  de  carga,  se  analizaron  mediante  SDS-PAGE  10-15%  en  gradiente  y 
posterior autoradiografía. 
Para  los  experimentos  de  entrecruzamiento  con  Sec61α y  TRAM,  los 
mRNAs  truncados  se  tradujeron  en  las  mismas  mezclas  de  reacción  pero  en 
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presencia de 8 equivalentes de CRMs. Las muestras fueron sometidas a UV y las 
membranas  se  recogieron  mediante  centrifugación  y  fueron  separadas  en  dos 
alícuotas  para  su  posterior  inmunoprecipitación  con  los  anticuerpos 
correspondientes.
M.12.- INMUNOPRECIPITACIÓN
Las membranas sedimentadas se resuspendieron en 50 µl de 1% (p/v) SDS, 100 mM 
Tris-HCl pH 7.5 y se incubaron a 55oC durante 30 min. Las muestras se lavaron 3 
veces con 150  µl de tampón A [140 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 2% (v/v) 
Triton X-100]  para la  inmunoprecipitación con anticuerpos de Sec61α,  y para las 
inmunoprecipitaciones  con  anticuerpos  de  TRAM  se  utilizó  un  tampón  B 
ligeramente distinto [150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 2% (v/v) Triton X-100, 
0.2% SDS]. Las muestras se pre-aclararon incubando con 40 µl de bolas de sefarosa-
proteína A (PAS) lavadas con los tampones A o B en cada caso, y se incubaron a 
temperatura  ambiente durante 1h.  Los sobrenadantes pre-aclarados  se separaron 
mediante centrifugación y se incubaron con anticuerpos purificados frente a Sec61α 
o  frente  a  TRAM  durante  toda  la  noche  a  4oC.  Para  recuperar  los  complejos 
reconocidos  por  los  anticuerpos,  se  añadieron  40  µl  de  PAS,  previamente 
equilibradas con tampón A o B, y se incubaron 4h a 4oC. Los inmunoprecipitados se 
lavaron 2 veces con 750 µl de tampón A o B según el anticuerpo y un lavado final 
con los mismos tampones en ausencia de detergente. Las muestras se prepararon 
para SDS-PAGE añadiendo 50 µl de tampón de carga e incubando a 37oC durante 
10 min. Los resultados se visualizaron y se procesaron en un FX phophorimager 
(Bio-Rad).  Los  anticuerpos  purificados  se  obtuvieron  de  Research  Genetics 
(Huntsville, AL).
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